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1. UVOD
1.1. Definicija sepse

lako je prva zvani¢na naucna definicija sepse data tek 1992. godine, pojam sepsa (grc. onig)
prvi put se pominje joS u osmom veku pre nove ere, u Homerovoj llijadi, kada je upotrebljena u
kontekstu truljenja odnosno, u doslovhom prevodu, ,razlaganja organske materije Zivotinjskog ili
biljnog porekla“ (1). Razvoj nau¢ne misli kroz 29 vekova proteklih od prvog pominjanja sepse do danas,
produbljivao je razumevanje patofizioloskih procesa koji se dogadaju u sepsi i samim tim menjao i
njeno poimanje. Prva spoznaja uloge mikroorganizama u sepsi datira iz kasnih 1800-ih godina, kada
su Luj Paster i Robert Koh dosli do zakljucka da je proces ,unutrasnjeg propadanja“ zapravo pokrenut
»Stetnim mikroorganizmima“. Nedugo zatim, 1903. godine, William Osler zaklju¢uje da ,¢ovek izgleda
umire od reakcije organizma na prisustvo mikroorganizma, a ne od mikroorganizma samog po sebi“ (2),
Sto su verovatno i dva klju¢na momenta u sveobuhvatnom sagledavanju sepse.

Prva zvani¢na definicija sepse (SEPSIS-1) data je tek 1992. godine, kada je sepsa definisana
kao sistemski inflamatorni odgovor (SIRS) na infekciju. U samoj definiciji sadrZana su oba kriterijuma
potrebna za postavljanje dijagnoze:

- suspektna ili dokazana infekcija (¢ime je istaknuta uloga mikroorganizma) i

- bar dva pozitivna SIRS kriterijuma

= telesna temperatura > 38°Cili < 36°C,

= sréana frekvencija > 90/min,

= frekvencija disanja > 20/min ili parcijalni pritisak CO, < 4,3 kPa,

= |eukocitoza > 12.000/mm?3 ili leukopenija < 4.000/mm? ili > 10% nesegmentisanih
neutrofila u perifernoj krvi (3) (Cime je istaknuta uloga odgovora organizma na infekciju).

Teska sepsa definisana je kao sepsa povezana sa organskom disfunkcijom, hipoperfuzijom ili
hipotenzijom, bez preciznih smernica o tome kako se klini¢ki definise svaki od tih pojmova, sa datim
primerima poremecenog mentalnog statusa ili oligurije (3). Septic¢ki Sok definisan je kao infekcijom
uzrokovana hipotenzija koja se odrzava uprkos adekvatnoj nadoknadi tecnosti (3).

Nova definicija data 2001. godine (SEPSIS-2) zadrZava prakticno iste kriterijume, uz precizniju
definiciju organske disfunkcije i prvo uvodenje SOFA skora (videti poglavlje 1.2.) u zvani¢ne smernice za
sepsu, kao precizne alatke za merenje stepena te organske disfunkcije koja karakterise tada korisé¢eni
pojam teske sepse (4).

Manjkavosti ove dve definicije koje su uo¢ene u klinickom radu pre svega su niska specificnost,
kojom su mnoga stanja uobiajenog uravnotezenog imunskog odgovora na infekciju proglasavana
za sepsu, ili pak u kojem su stanja sistemskog inflamatornog odgovora na druge neinfektivne nokse
proglasavana sepsom, naglo i nerealno podizudi incidenciju sepse.

Aktuelna SEPSIS-3 definicija data 2016. godine donekle prevazilazi ovaj problem u potpunosti
izbacujuci SIRS kriterijume i jasno definiSuci sepsu kao Zivotnougrozavajudu disfunkciju organa izazvanu
neadekvatnim odgovorom organizma na infekciju (5). Razdvajanje sepse (bez organske disfunkcije) i
teske sepse (sa organskom disfunkcijom) kako je poznato iz SEPSIS-1 i SEPSIS-2 kriterijuma samim tim
postaje irelevantno, te se pojam teske sepse kao takav izbacuje iz dalje upotrebe. Pacijenti koji su
prema SEPSIS-1 i SEPSIS-2 kriterijumima klasifikovani kao sepsa sada vise ne ispunjavaju kriterijume za
postavljanje dijagnoze sepse, ve¢ se smatraju uobi¢ajenim odgovorom organizma na infekciju. Merilo
kvantiteta i kvaliteta organske disfunkcije ostaje SOFA skor, Cije povecanje za 2 poena uzrokovano
suspektnom ili dokazanom infekcijom predstavlja jasan kriterijum za postavljanje dijagnoze sepse (5).
Aktuelna definicija septickog Soka sustinski se ne razlikuje mnogo od prvobitne, definisuéi ovaj podtip
sepse kao potrebu za primenom vazoaktivnih lekova radi postizanja vrednosti srednjeg arterijskog
pritiska preko 65 mmHg i odrZavanje nivoa laktata preko 2 mmol/l uprkos adekvatnoj nadoknadi
tecnosti (5).



Zbog nesumnjivog znacaja ovog stanja u svakodnevnoj klinickoj praksi, kao i kompleksnosti
patofizioloskih procesa koji se u njemu odvijaju, nauc¢na javnost 2002. godine prvi put pokrece Surviving
sepsis campaign sa ciljem davanja detaljnijih smernica za dobru klinicku praksu u le¢enju sepse, spram
najnovijih nauc¢nih saznanja. Kao jedno od kljucnih pitanja istice se neophodnost pronalaska ravnoteze
izmedu potrebe za promptnim zapocinjanjem antibiotske terapije i potrebe za identifikacijom
uzrocnika sepse, njegove osetljivosti na antimikrobne lekove i/ili detekcija gena rezistencije. Naime,
podatak o tome da svaki sat odlaganja uvodenja antibiotske terapije povecava smrtnost od sepse za
10% obavezuje da se na listi prioriteta u redosledu zbrinjavanja septi¢nog bolesnika visoko mesto da
pravovremenoj aplikaciji antimikrobne terapije. Sa druge strane, postulat uzorkovanja materijala za
mikrobioloske analize pre prve doze antibiotika treba da zadrzZi svoje mesto, zbog nedvosmislenog
znacaja identifikacije uzroc¢nika kako iz uzorka krvi tako i sa drugih mesta koje su potencijalno ishodiste
sepse. Ipak, imajuci u vidu klinicku sliku sepse i ¢injenicu da su ti pacijenti kriticno oboleli, ¢esto sa
potrebama za obezbedivanjem vitalnih funkcija kao prioritetom, te ciljeve u praksi nije uvek lako
ispuniti. Najnovije preporuke Surviving sepsis campaign-a aktuelni problem pokusavaju da rese
individualizacijom pristupa pacijentu spram verovatnoce da je pacijent septican, na slededi nacin:

- visoka verovatnocda da je pacijent septic¢an (,verovatna sepsa“) — aplikacija antibiotika

u prvom satu od postavljanja sumnje na sepsu,

- umerena verovatnoca da je pacijent septican (,moguca sepsa“) — ukoliko je pacijent u
stanju Soka aplikacija antibiotika u prvom satu od postavljanja sumnje na sepsu;
ukoliko nije u stanju Soka savetuje se sprovodenje dijagnostickih procedura sa ciljem
diferencijacije infektivnih i neinfektivnih uzroka Soka, te administraciju antibiotika
unutar tri sata od postavljanja sumnje na sepsu,

- niska verovatnoca da je pacijent septican — odlaganje uvodenja antibiotika i dalje
pracenje pacijenta (6).

Koliko ¢e nove preporuke poboljsati svakodnevni klini¢ki i laboratorijski rad, ostaje da se vidi u
buduénosti.

1.2. Kriterijumi za dijagnozu sepse kod odraslih pacijenata

Znaci i simptomi sepse su nespecificni. Ne postoji ,zlatni standard” za dijagnozu sepse. Klinicka
slika sepse je varijabilna u zavisnosti od izvora inicijalne infekcije i moZda nespecifi¢na sve do kasne faze
bolesti, kada su znaci i simptomi ocigledni. Postoji nekoliko medicinskih stanja koja oponasaju sepsu i
treba ih uzeti u obzir u diferencijalnoj dijagnozi (npr. akutna pluéna embolija, akutni infarkt miokarda,
akutni pankreatitis, akutna transfuzijska reakcija, adrenalna insuficijencija, akutna apstinencija od
alkohola, tireotoksikoza) (7).

U cilju rane dijagnoze sepse, neophodno je uzeti u razmatranje anamnesticke podatke i istoriju
bolesti, klinicke, laboratorijske i radiografske podatke koji ukazuju na infekciju i disfunkciju organa (7).

1.2.1. Rana dijagnoza sepse - skrining sepse

Glavni razlozi brojnih smrtnih ishoda nastalih kao posledica obolevanja od sepse jesu kasno
prepoznavanje i dijagnostikovanje sepse i kasno zapocinjanje terapije (8). Da bi se mortalitet od sepse
smanjio, napravljeni su posebni algoritmi koji pomaZzu u dijagnostikovanju ove bolesti. Smernice
naglasavaju da je sistematski proces skrininga kljucan za ranu identifikaciju pacijenata sa sepsom.

Alati za skrining sepse su dizajnirani da omoguce rano postavljanje dijagnoze sepse, i obuhvataju:
Skor procene sekvencijalnog popustanja organa (engl. Sequential Organ Failure Assessment — SOFA
skor) (Tabela 1), pojednostavljenu verziju SOFA skora — Brzi SOFA skor (engl. Quick SOFA — qSOFA),
sindrom sistemskog inflamatornog odgovora (engl. Systemic Inflammatory Response Syndrome — SIRS)



(videti poglavlje 1.1.), nacionalni skor ranog upozorenja (National Early Warning Score - NEWS) ili

modifikovani skor ranog upozorenja (Modified Early Warning Score — MEWS).

Tabela 1. SOFA skor.

Parametri 0 1 2 3 4
pO,/Fi0, mmHg >400 <400 <300 <200* <100*
Trombociti (x103/pl) >150 <150 <100 <50 <20
Bilirubin (mg/dl) <1,2 1,2-1,9 2,0-5,9 6,0-11,9 >12
i;iggglgr:i::z(e Ik z)?lkc))ulzzzm Norepinefrin <0,1 | Norepinefrin >0,1
. . ug. g 270 mmHg | <70 mmHg ) Epinefrin <0,1 Epinefrin >0,1

TM /min) primenjene doza) . .

. L . Dopamin 5,1-15 Dopamin >15
najmanje jedan sat Dopamin <5
Glasgow koma skala 15 13-14 10-12 6-9 <6
Kreatinin (mg/dI) lli 3,5-4,9 >5,0
Diureza (ml/dan) <1,2 1,2-1,9 2,0-34 <500 <200

AP, arterijski pritisak; TM, telesna masa
* uz respiratornu potporu

Kriterijumi qSOFA skora su: 1. izmenjena mentalna aktivnost, GCS < 15; 2. hipotenzija, sistolni
krvni pritisak < 100 mmHg; 3. tahipneja, broj respiracija > 22/min.

gSOFA skor ne definiSe sepsu, nije ni osetljiv ni specifi¢an za sepsu. Pruza prognosticke informacije
i pokazatelj je poveéanog rizika od prisustva organske disfunkcije (8,9). U tom smislu, prisustvo najmanje
dve varijable sugeriSe da je pacijent pod visokim rizikom od nepovoljnih ishoda, kao $to su smrt u bolnici
ili dugotrajni boravak na intenzivnoj nezi kod bolesnika sa potvrdjenom ili suspektnom sepsom. qSOFA
skor je specifi¢niji, ali manje osetljiv od SIRS kriterijuma za ranu identifikaciju organske disfunkcije
izazvane infekcijom (8). Smernice iz 2021. godine ukljucuju snaznu preporuku protiv upotrebe qSOFA kao
jedinstvenog alata za skrining za sepsu (8).

1.2.2. Laboratorijsko ispitivanje

Laboratorijsko ispitivanje treba da ukljuci kompletnu krvnu sliku sa diferencijalnom formulom; osnovni
metabolicki panel; merenje koncentracije laktata, prokalcitonina i enzima jetre; ispitivanje koagulacije; i analizu
urina. Uzorkovanje arterijske ili venske krvi moze odrediti stepen acidobaznih abnormalnosti, koje su uobicajene
kod sepse i verovatno su sekundarne zbog hipoperfuzije tkiva (laktacidoze) i bubreZne disfunkcije.

1.2.3. Biomarkeri sepse

Prokalcitonin je marker inflamacije. Vrednost prokalcitonina manja od 0,05 ng/mL smatra se
normalnom, a pacijenti sa nivoima manjim od 0,25 ng/mL imaju malu verovatno¢u bakterijske sepse. Nivoi
prokalcitonina imaju statisti¢ki znacajan odnos sa teZzinom sepse. Prema SSC smernicama (8), prokalcitonin
povezan sa klinickom evaluacijom bio je manje efikasan od same klini¢ke evaluacije u pogledu odlucivanja
kada poceti sa antimikrobnim lekovima (8). Zbog njegovog poluZivota eliminacije, nivoi prokalcitonina su
korisni za pracenje odgovora na terapiju i za pruzanje smernica za prekid antimikrobne terapije (9).

Nivo laktata u serumu je takode sastavni deo dijagnoze, leCenja i prognoze sepse, posebno
kod bakterijske pneumonije. Povecan nivo laktata kod pacijenata sa sepsom je rezultat hipoksije tkiva,
aerobne glikolize ili smanjenog klirensa (npr. disfunkcija jetre). Nivo laktata veci od 18 mg/dL (2 mmol/L) je
dijagnosticki kriterijum za septicki Sok u SEPSIS-3. PoviSene nivoe laktata ne treba odbaciti kod pacijenata
sa sepsom, ¢ak i sa normalnim krvnim pritiskom. Merenje nivoa laktata treba da se vrsi svakih Cetiri do
Sest sati dok se nivoi ne normalizuju.



1.3. Pedijatrijska sepsa

Sepsa je jedan od glavnih uzroka morbiditeta i mortaliteta u pedijatrijskoj populaciji. Svake godine
dvadeset pet miliona novorodencadi, dece i adolescenata oboli od sepse, a od toga kod tri miliona zavrsi se
smrtnim ishodom (10). Mnoga deca koja se izlee od sepse imaju razliite vrste sekvela, koje mogu imati dugorocni
uticaj na njih i njihove porodice (11).

Pre skoro dve decenije objavljena je prva definicija pedijatrijske sepse, kojom je sepsa definisana kao
suspektna ili potvrdena infekcija pradena SIRS-om (12,13). Ova definicija je imala izvesne nedostatke u smislu
da je ukljucivala parametre poput laboratorijskih rezultata i klinickih intervencija (npr. primena vazoaktivnih
lekova) koji nisu uvek dostupni (14). Takode, ovom definicijom bili su obuhvaéeni mnogi pacijenti sa blagom
infekcijom koji nisu zahtevali energicno lecenje (15,16). Nakon toga, 2016. godine revidirana je definicija sepse
(17), ali ova definicija se zasnivala samo na podacima dobijenim iz adultnih studija, koji se ne mogu ekstrapolirati
na pedijatrijsku populaciju. Sepsa kod dece znacajno se razlikuje u pogledu epidemioloskih i patofizioloskih
karakteristika, komorbiditeta i ishoda bolesti u odnosu na odrasle (18-21).

Kako prethodna definicija zbog svega gore pomenutog nije bila prilagodena pedijatrijskoj populaciji,
nedavno je definisan novi Feniks sepsa kriterijum za pedijatrijsku sepsu i septicki Sok (Tabela 2) (22). Pedijatrijska
sepsa kod dece mlade od 18 godina sa suspektnom ili potvrdenom infekcijom, definisana je sa najmanje dva poena
u Feniks sepsa skoru, Sto ukazuje na po Zivot opasnu disfunkciju respiratornog, kardiovaskularnog, koagulacionog
i/ili neuroloskog sistema. Septicki Sok je definisan kao sepsa uz prisustvo kardiovaskularne disfunkcije, na koju
ukazuje najmanje jedna tacka u vezi sa kardiovaskularnim sistemom u Feniks sepsa skoru, ukljucujuéi tesku
hipotenziju za uzrast, nivo laktata u krvi visi od 5 mmol/L ili potrebu za vazoaktivnim lekovima. Jedna od glavnih
prednosti nove definicije je da je prakti¢na za primenu kao i da je primenljiva u sredinama sa razli¢itim resursima.

Tabela 2. Feniks sepsa skor (engl. Phoenix Sepsis Score).?

potporu®t

Parametri 0 1 2 3

Respiratorni Pa02:FIO22 400 ili Pa02:FIO2< 400 uz Pa02:F102 100-200 Pa02:FIO2<

(0-3 poena) Sp02:FIO2 2 292° respiratornu potporu | uz IMViili 100 uz IMV ili
ili Sp0O2:F102< 292 uz Sp02:FI02 148-220 Sp02:FIO2<
respiratornu uz IMVv® 148 uz IMV®

Kardiovaskularni
(0-6 poena)

Srednji arterijski
pritisak prema
uzrastu, mmHg"e
<1 mesec

Bez vazoaktivnih
lekova®
Laktati <5 mmol/L®

Po 1 poen (do 3) za:
1 vazoaktivni lekd
Laktati 5-10,9 mmol/L®

Po 2 poena (do 6)
za:

>2 vazoaktivna leka®
Laktati >11 mmol/L®

mg/dL

D-dimer > 2 mg/L FEU
Fibrinogen < 100
mg/dL

1 do 11 meseci >30 17-30 <17
1do <2 godine >38 25-38 <25
2 do < 5 godina >43 31-43 <31
5do <12 godina >44 32-43 <32
12 do 17 godina >48 36-48 <36
>51 38-51 <38

Koagulacioni Trombociti = 100 x Po 1 poen (maksimum
(0-2 poena)" 103/uL 2 poena) za:

INR<1,3 Trombociti < 100 x

D-dimer <2 mg/L FEU | 103/uL

Fibrinogen > 100 INR >1,3




Neuroloski Glasgow koma skala Glasgow koma skala Fiksirane zenice
(0-2 poena)’ >10 <10 obostrano
Zenice reaktivnel

Feniks sepsa
kriterijum (engl.
Phoenix Sepsis

Criteria)

Sepsa Suspektna infekcija i
Feniks sepsa skor > 2
poena

Septicki Sok Sepsasa=1
kardiovaskularnim
poenom

Modifikovano prema Schlapbach LJ, et al. (22).

FEU, jedinice ekvivalentne fibrinogenu; IMV, invazivna mehanicka ventilacija; INR, internacionalni normalizovani odnos
protrombinskog vremena; MAP, srednji arterijski pritisak; PaO,:FIO,, arterijskog parcijalnog pritiska kiseonika i inspiratorne
frakcije kiseonika; SpO,, saturacija kiseonika merena pulsnom oksimetrijom (samo ako je SpO, < 97%).

3Skor se moZe izracunati u odsustvu nekih parametara (npr. iako se nivo laktata ne odreduje i ne koriste se vazoaktivni
lekovi, kardiovaskularni skor se jos uvek moZe utvrditi pomocu krvnog pritiska). Ocekuje se da ¢e laboratorijska ispitivanja
i druga merenja biti ucinjena na osnovu klinicke procene. Neizmereni/neodredeni parametri ne doprinose skoru. Starost
nije korigovana za prevremeno rodenu decu i kriterijumi se ne odnose na decu hospitalizovanu na rodenju i decu cija je
postkoncepcijska starost manja od 37 nedelja ili one od 18 godina ili vise.

®Pa0,:FIO, se samo racuna ako je SpO, < 97%.

‘Disfunkcija respiratornog sistema 1 poen moZe se proceniti kod svakog pacijenta koji dobija respiratornu potporu u vidu
oksigenoterapije, ukljuCujuci visok protok, neinvazivnu ili invazivnu mehanicku ventilaciju i ukljuCuje PaO,:FIO, odnos manji
0d 200 SpO,:FIO, odnos manji od 220 kod dece koja ne dobijaji IMV. Za decu koja dobijaju IMV sa Pa0,:FIO, odnosom manjim
od 200 i SpO,:FIO, odnosom manjim od 220, pogledajte kriterijjume za 2 i 3 poena.

9Vazoaktivni lekovi ukljuéuju bilo koju dozu adrenalina, noradrenalina, dopamina, dobutamina, milrinona i/ili vazopresina (za $ok).
eReferentni opseg laktata je 0,5 do 2,2 mmol/L. Laktati mogu biti arterijski ili venski.

fStarost nije korigovana za prevremeno rodenu decu i kriterijumi se ne odnose na decu hospitalizovanu na rodenju i decu &ija
je postkoncepcijska starost manja od 37 nedelja ili one od 18 godine ili vise.

8Koristite izmereni MAP (invazivni arterijski ako je dostupan ili neinvazivan oscilometrijski), a ukoliko izmereni MAP nije
dostupan, izraCunati MAP (1/3 x sistolni + 2/3 x dijastolni) moZze se koristiti kao alternativa.

"Referentni opseg parametara koagulacije: trombociti, 150 do 450 x 10° /mL; D-dimer, <0,5 mg/L FEU; fibrinogen, 180 do 410
mg/dL. Referentni opseg za INR se zasniva na lokalnom referentnom protrombinskom vremenu.

iSubskor neuroloske disfunkcije je validan u oba slucaja, kod sediranih i nesediranih pacijenta, i kod onih koji dobijaju ili ne
dobijaju IMV.

iGlasgow koma skala procenjuje svest na osnovu verbalnih, o¢nih i motornih odgovora (opseg, 3-15, visi skor ukazuje na bolju
neurolosku funkciju).



2. MIKROBIOLOSKA DIJAGNOSTIKA INFEKCIJE KRVI

Hemokultura je laboratorijski test u kome se krv uzeta od pacijenta zasejava u bujon u bocici
za hemokulturu u cilju utvrdivanja da li su mikroorganizmi (bakterije ili/i gljive) koji izazivaju infekciju
prisutni u krvi pacijenta (Dijagram 1).

Hemokulture su namenjene za: (I) dokazivanje prisustva mikroorganizama u krvi, (Il)
identifikaciju mikrobioloske etiologije infekcije krvi, (1) pomo¢ pri utvrdivanju izvora infekcija (npr.
endokarditis), (IV) obezbedivanje mikroorganizma za testiranje antimikrobne osetljivosti.

1 P;_1 = Zahtev za
e hemokultury
1P ”'_ : 4 Uzimanje uzorka
i ! Transport bogice do
- — - = “ uﬂh
} P | Prijem boéice u
.'-...-"-- 1 .ilu
" Dalijebolies SRR
prihvatjiva? Odbacivanje ] pas E
TR R inkubiran]
L pas | | pSLL |
i aa Preliminarni
hemokultura Gram preparat
pozitivna? l Izveftaj
Konvencionalna i | p b
melekularna ID
Ne .
AST } p &6,

psia | Finalni P psaz |

ID, identifikacija; AST, antibiogram/antimikogram
Dijagram 1. Dijagram toka mikrobioloske dijagnostike infekcije krvi.




3. PREANALITICKA FAZA

Preanaliticka faza mikrobioloske dijagnostike infekcije krvi obuhvata postavljanje indikacija za
uzimanje uzorka, uzorkovanje, transport i prijem u mikrobiolosku laboratoriju (23).

3.1. Indikacije za uzimanje krvi

Indikacija za uzimanje krvi je infekcija krvi. Krv za mikrobiolosku dijagnostiku se moZze uzeti i kod
drugih indikacija (Tabela 3) (23-25).

Tabela 3. Indikacije za uzimanje krvi za mikrobiolosku dijagnostiku.

Stanje Napomene

Febrilna neutropenija

Groznica

Suspektna endovaskularna infekcija, ukljuujuci
infekcije povezane sa centralnom linijom

Suspektni infektivni endokarditis

Holangitis

Komplikovana pneumonija

Komplikovane infekcije koZe i mekih tkiva Ovi sindromi su Cesto povezani sa bakterijemijom.
Meningitis Infekcije koze i mekih tkiva ukljucuju opekotine,
Osteomijelitis ujedne rane, piomiozitis, gangrenu, nekrotizirajudi
Pijelonefritis fascitis i mionekrozu.

Septicki artritis

Neuobicajena leukocitoza

Krv treba uzeti:

1. Sto je pre moguée nakon pojave klinickih simptoma,

2. idealno, pre primene antimikrobne terapije; ako je pacijent ve¢ na antimikrobnoj terapiji,
oporavak mikroorganizama se moZze postici ako se uzorak krvi uzme pre primene sledece
doze ili promene antimikrobnog leka, i inokuliSe u bocicu za hemokulturu koja sadrzi
specijalizovane antimikrobne medijume za neutralizaciju (videti poglavlje 4.1.1.) (26).

Kada su utvrdene indikacije, klinicki lekar izdaje zahtev za uzimanje krvi za hemokulturu
odnosno mikrobiolosku dijagnostiku (u odredenim slucajevima, savremena mikrobioloska dijagnostika
ima moguénost direktne detekcije mikroorganizma u krvi, bez prethodnog koraka obogacivanja krvi u
bujonu u bocici za hemokulturu) (videti poglavlje 4.7.) (23,27).

3.2. Uzimanje krvi

Uzorkovanje krvi je najznacajniji korak u mikrobioloSkoj dijagnostici infekcije krvi. Od kvaliteta
ovog postupka zavisi tacnost i pouzdanost mikrobioloskog ispitivanja, i manja je verovatnoca dobijanja
lazno pozitivnog ili lazno negativnog rezultata. Zbog toga je preporucena kontinuirana edukacija i
periodi¢na provera znanja i vestina kod medicinskih radnika (klinicki lekari i medicinske sestre). Dugo
se smatralo da je vreme uzimanje krvi za hemokulturu (skok temperature kod pacijenta) najbitnije.
Medutim, danas se zna da su najznacajniji parametri u mikrobioloskoj dijagnostici sepse: volumen krvi
i broj uzetih uzoraka krvi (23,28).

3.2.1. Volumen krvi

Optimalan oporavak bakterija i gljiva iz krvi zavisi od kultivisanja adekvatnog volumena krvi
(29,30). Kod vetine odraslih pacijenata za vreme bakterijemije ili fungemije u krvi je prisutan mali
broj bakterija odnosno gljiva (< 1 CFU/mL). Uzorkovanje dovoljne zapremine krvi poboljsava detekciju
patogenih mikroorganizama prisutnih u niskoj koncentraciji. Ako volumen krvi nije optimalan, moZze se
dobiti lazno negativan rezultat (31).



Stoga, volumen krvi koji se uzorkuje za svaki set hemokultura je najznacajnija varijabla za detekciju
mikroorganizama odnosno pozitivnih hemokultura kod pacijenta sa infekcijom krvi.

Bocice za hemokulturu su dizajnirane da prime preporuceni volumen krvi da bi odnos krvi i
bujona u boc¢icama bio optimalan (1:5 do 1:10) (32). Odredene komercijalne bocice za hemokulturu mogu
podrzavati i manji odnos krvi i bujona (< 1:5) zbog dodatka natrijum polianetol sulfonata (engl. Sodium
Polyanethol Sulfonate, SPS) koji inaktivira inhibitorne supstance prisutne u krvi (33).

Volumen krvi koji se uzima od pacijenta zavisi od uzrasta (odrasli i deca).
3.2.1.1. Odrasli pacijenti

Preporuceni volumen krvi koji treba uzeti kod odraslih pacijenata pri jednoj venepunkciji je 20-30
ml krvi (23,28).

Set hemokultura se sastoji od svih bocica inokulisanih pri jednoj venepunkciji. Volumen krvi
izvaden pri jednoj venepunkciji se podjednako rasporeduje u bocice koje Cine set. Posto svaki set za
hemokulturu najcesée sadrzi aerobnu i anaerobnu bocicu, u svaku bocicu treba inokulisati priblizno 10
ml krvi (31). Ovaj volumen je preporucen radi optimizacije oporavka patogena kada je broj bakterija/
gljiva manji od 1 CFU/ml krvi. Ako su kod pacijenta utvrdeni faktori rizika za gljivicnu infekciju, odredeni
proizvodaci preporucuju da se setu doda i bocica za hemokulturu za kultivisanje gljiva (videti poglavlje
4.1.1.) (23,27).

Ako se anaerobna bocica ne koristi (trenutni nedostatak, jasno opravdanje), uvek je treba zameniti
dodatnom aerobnom bocicom kako bi se osigurao dovoljan volumen krvi za kultivisanje (23).

Volumen krvi koji je inokulisan u bocicu redovno treba pratiti i o tome obavestavati medicinsko
osoblje koje vadi krv za hemokulturu. Dodatnu edukaciju treba organizovati za medicinsko osoblje kod
kojih se primeti kontinuitet u gresci (videti poglavlja 8.5.i8.7.1.).

Nekoliko proizvodaca automatizovanih sistema za kontinuirano pracenje hemokultura je razvilo
softver koji automatizovano prati i obavestava o volumenu krvi koji je zasejan u bocicu za hemokulturu
(videti poglavlje 4.1.).

3.2.1.2. Deca

Optimalni volumen krvi koji treba uzeti kod odojc¢adi i dece je manji nego kod odraslih pacijenata,
medutim, dostupni podaci ukazuju da prinos mikroorganizama takode raste u direktnoj proporciji sa
volumenom kultivisane krvi (23,27).

Kod dece uzimanje krvi za hemokulturu predstavlja izazov zbog poteskoca u odredivanju
optimalnog ukupnog volumena, zbog ¢ega se mnogobrojne preporuke trenutno veoma razlikuju. Brojne
studije su pokazale da je kod dece koncentracija mikroorganizama u krvi za vreme bakterijemije/fungemije
obicno veca nego kod odraslih, medutim mogucdi su i slu¢ajevi infekcija krvi kod dece sa izuzetno malom
koncentracijom mikroorganizama u krvi (23,30).

Preporuceni volumen krvi moZe da bude zasnovan na telesnoj masi pacijenta (Tabela 4) ili uzrastu
pacijenta, sa tim da najvedi broj medunarodnih vodica i smernica preporucuje telesnu masu kao kriterijum
(23,34). Takode, medicinsko osoblje u svakom pojedinacnom slucaju treba da razmotri koji je to maksimalni
volumen krvi koji se moZe uzeti detetu, i da on ne bude veci od 1-4% ukupnog volumena krvi (34).

Specijalno formulisane pedijatrijske bocice za hemokulturu su komercijalno dostupne za upotrebu
kod dece manje telesne mase (videti poglavlje 4.1.1.) i preporuceni volumen krvi je do 4 ml (Napomena:
pedijatrijske bocice nekih proizvodaca su validirane i za volumen krvi od 0,5 ml) (23,27). Posebno su
dizajnirane da podrzZavaju uobicajeni odnos krvi i bujona (1:5 do 1:10) sa manjom koli¢inom krvi (27).



Tabela 4. Preporuceni volumen krvi u zavisnosti od telesne mase pedijatrijskog bolesnika.

Ukupni . Volumen krvi iz svake
Ukupni . % ukupnog
Telesna masa volumen punkcije -
. X e volumen Bodica/e volumena
pacijenta cirkuliSuce . .
krvi uzete krvi Uzorak 1 Uzorak 2 uzete krvi
S1kg 50-99 ml 1-1,5ml 1-1,5ml - pedijatrijska 4%
1,1-2kg 100 - 200 ml 4 ml 2 ml 2 ml pedijatrijska 4%
2,1-12,7 kg >200 ml 6 mi 4 ml 2 ml pedijatrijska 3%
12,8-36,3
’ ke ’ > 800 ml 20 ml 10 ml 10 ml aerobna 2,5%
b
> 36,3 kg > 2200 ml 40— 60 ml 20-30ml | 20-30ml | 2€7°°MF | 18-27%
anaerobna

* Mogucénost za dodatne bocice (videti poglavlje 4.1.1.).

Koddecevecetelesne mase, trebakoristitiaerobnu bocicu, osim ako se ne sumnja nainfekcijuizazvanu
anaerobnim mikroorganizmima (novorodencad majki sa rupturom plodovih ovojnica, horioamnionitis,
pedijatrijski pacijenti sa hroni¢nim oralnim infekcijama ili infekcijama sinusa, celulitis, abdominalne infekcije,
ujedne rane, septicki flebitis, neutropeniju koja je leCena kortikosteroidima, i drugo) (23).

3.2.2. Broj uzoraka (broj setova hemokultura)

Preporucuje se uzorkovanje krvi za dva, ili po moguénosti tri seta hemokultura za svaku septi¢nu
epizodu (dva do tri uzorka krvi), sledeéi preporuke o pozeljnom volumenu krvi (32).

Jedna bocica ili jedan set za hemokulturu kod odraslih pacijenata nije dovoljan za mikrobiolosku
dijagnostiku infekcije krvi i znacajan broj bakterijemija/fungemija se moze propustiti. Jedna bodica ili
jedan set hemokultura mogu biti pozitivni i kod kontaminacije, za razliku od infekcije krvi, u kojoj je vise
bocica/setova pozitivno (23).

Ako se uzmu dva do tri seta i hemokulture su negativne nakon 24-48 sati inkubacije, a pacijent
je i dalje potencijalno septi¢an, moZe se uzeti krv za dodatna dva do tri seta hemokultura (32).

3.2.2.1. Koju bocicu u setu za hemokulturu treba prvo inokulisati?

Ako se koristi tzv. leptir sistem set za uzimanje krvi sa integrisanim holderom, prvo treba
inokulisati aerobnu bocicu da bi se sprecio prenos vazduha iz uredaja u anaerobnu bocicu. Ako se
koriste igla i Spric, prvo inokulisati anaerobnu bocicu.

Ako je koli¢ina izvadene krvi manja od preporucenog volumena (videti poglavlje 3.2.1.), onda u
aerobnu bocicu prvo treba inokulisati priblizno 10 ml krvi, posto je u veéini slu¢ajeva infekcija krvi izazvana
aerobnim mikroorganizmima. Preostala koli¢ina krvi bi zatim trebalo da se inokuliSe u anaerobnu bodicu (33).

3.2.3. Vreme i mesto uzimanja krvi

Vecina vodica i smernica navodi uzimanje krvi u vreme ili oko vremena porasta temperature kod
pacijenata sa utvrdenim indikacijama za uzimanje krvi uz preporuceni vremenski interval izmedu dva
uzorkovanja krvi za hemokulturu od 30 do 60 minuta (23,28). Medutim, pokazano je da uzimanje krvi
kada pacijent ima skokove temperature ne uti¢e znacajno na dobijanje pozitivnih hemokultura, kao i da
vremenski interval izmedu uzimanja dva uzorka krvi se ne smatra kriti¢nim faktorom za mikrobiolosku
dijagnostiku. Sa druge strane, znacajno je da uzimanje krvi za hemokulturu bude pre primene
antimikrobnog leka ili neposredno pre sledeée doze ili promene antimikrobnog leka (29).

Venepunkcija je jedina adekvatna metoda za uzimanje krvi za hemokulturu (23). Nije
preporuceno da se krv uzima iz arterije, osim u izuzetnim slucajevima kada je stanje pacijenta takvo
da nije mogude izvaditi krv iz periferne vene (27). Uzimanje krvi iz intravaskularnog katetera takode



se ne preporucuje jer znacajno povecava ucestalost kultivisanja kontaminanata. Krv za hemokulturu
se moze uzeti iz intravaskularnog katetera samo ako je istovremeno uzeta i krv iz periferne vene, sto
je narocito vazno pri sumnji na infekciju krvi povezanu sa intravaskularnim kateterom (videti poglavlje
7.1.) (35).

Krv za hemokulturu potrebno je uzeti iz dve razlicite punkcije (,,dve razli¢ite periferne vene“).
Postoje preporuke za uzimanje krvi jednom venepunkcijom, ali u tom sluc¢aju se uzima krv za jedan set
hemokultura koji sadrzi Cetiri do Sest bocica (36).

Kod sumnje na endokarditis potrebno je uzeti tri seta hemokultura i uzorkovanje se moze
rasporediti proizvoljno tokom 24 sata (videti poglavlje 7.2.).

Kod sumnje na gljiviénu infekciju krvi preporucuje se uzeti dva do tri seta hemokultura pri ¢emu
se u setu uz aerobnu i anaerobnu bocicu moZe dodati i treca bocica posebno namenjena uspesnijem
porastu gljiva (videti poglavlje 4.1.1. i poglavlje 7.3.).

3.2.4. Vadenje krvi
Procedura vadenja krvi ukljuCuje sledece:

1. Pripremu prostorije: prozori i vrata u prostoriji u kojoj se vadi krv treba da budu zatvoreni; osoba
koja vadi krv treba da ima slobodan pristup pacijentu tokom uzimanja uzorka; set za uzimanje krvi kao
i kontejner za iskoris¢eni medicinski otpad treba da bude stavljen blizu osobe koja vadi krv.

2. Pripremu seta za uzimanje krvi: set treba da sadrZi jednokratne rukavice (nesterilne); zatvoreni
sistem za vadenje krvi za bocicu za hemokulturu (igle sa leptiricem i poseban adapter za bocice) ili
otvoreni sistem za vadenje krvi (igla i Spric)*; bocCice za hemokulturu; antiseptik za koZu; dezinficijens za
Cep bocice; sterilne jastuciée od gaze; povesku; flaster sa oblogom; kontejner za iskoris¢eni medicinski
otpad.

* Uzimanje krvi iglom i Spricem u otvorenom sistemu povezano je sa visokim rizikom od kontaminacije
uzorka i nehoti¢nim ubodom osoblja. Ako se krv uzima na ovaj nacin, prvo inokulisati anaerobnu bocicu
za hemokulturu.

3. Popunjavanje uputa za laboratoriju: mora biti navedeno ime i prezime pacijenta, datum i vreme
vadenja krvi, identifikacioni broj pacijenta, odeljenje, analiza koja se trazi, mesto uzorkovanja (npr. leva
ili desna ruka), broj seta (npr. set 1), ime/identifikacija osobe koja je vadila krv i druge informacije koje
se procene znacajnim.

4. Pripremu osoblja: a) dezinfekcija ruku (oprati ruke sapunom i vodom, osusiti, a zatim dezinfikovati
sredstvom koje sadrzi alkohol), b) upotreba nesterilnih rukavica (navuci rukavice nakon susenja
dezinficijensa).

5. Pripremu pacijenta: potvrditi identitet pacijenta; pacijent treba da lezi ili stabilno sedi tokom
uzorkovanja; ako se uzorak krvi direktno inokulise u bocicu (zatvoreni sistem) polozaj pacijenta treba
da bude takav da bocice za hemokulturu budu ispod nivoa pacijentove ruke tokom vadenja krvi; ako je
pacijent malo dete ili novorodence, ne sme se vaditi krv bez pomoci druge osobe.

6. Dezinfekciju ¢epa boclice za hemokulturu: ¢ep je potrebno dezinfikovati 70% alkoholom ili
hlorheksidinom pre vadenja krvi i posle inokulacije krvi u bocicu.

7. Izbor ubodnog mesta: krv treba uzeti iz dve periferne vene, samo u slué¢ajevima kada to nije moguée
treba izvaditi arterijsku krv.

8. Dezinfekciju ubodnog mesta: za dezinfekciju koristiti tinkturu joda, povidon jod, 2% hlorheksidin
glukonat (CHG) u 70% izopropil alkoholu (IPA), CHI/IPA ili 70% alkohol (da ispolje antisepticki efekat,
tinktura joda CHG/IPA zahteva vreme od 30 s, a povidon-jod 1,5 do 2 min). Napomena: kod dece mlade
od dva meseca, za dezinfekciju se preporucuju povidon-jod i alkohol.

9. Vadenje krvi, inokulacija u bocice za hemokulturu i dezinfekciju ¢epa bocice za hemokulturu.
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10. ObeleZavanje bocice za hemokulturu: na bodcici mora biti naznadeno ime i prezime pacijenta,
identifikacioni broj pacijenta, datum i vreme vadenja krvi i ime/identifikacija osobe koja je vadila krv
(moze biti na samoj bocici i/ili na uputnici).

Redosled aktivnosti kod vadenja krvi prikazan je na Dijagramu 2.

zavrietak
rada

izbor
ubodnog
mesta

stavljanje
rukavica

dezinfekeija
Zepa botice i
ubodnog mesta

Dijagram 2. Koraci u proceduri vadenja krvi za hemokulturu.
3.3. Transport

Bocice za hemokulturu potrebno je dostaviti Sto pre (u roku od dva do Cetiri sata) u mikrobiolosku
laboratoriju, odnosno, Sto pre staviti u uredaj za inkubaciju hemokultura, koji se moZe nalaziti i izvan
laboratorije. Ukoliko to nije moguce, potrebno je inokulisane bocice do stavljanja u uredaj ¢uvati na sobnoj
temperaturi u periodu koji preporucuje proizvodac bocica (bioMérieux do 24 h, BD zavisno od vrste bocica do
48 h bez prethodne inkubacije). BoCice za hemokulturu se ne smeju cuvati u frizideru na temperaturi od 4°C.

3.4. Prijem u mikrobioloSku laboratoriju

Ovu etapu mikrobioloske dijagnostike, kao i bilo koje druge analize, treba zapoceti kontrolom
kvaliteta prethodnih aktivnosti. Pre bilo kakvih laboratorijskih postupaka, proverite da li je:

¢ odgovarajuca uputnica sa svim potrebnim podacima priloZzena uz bocicu za hemokulturu,

* bocice za hemokulturu su neosteéene i pravilno obelezene sa vidljivim bar kodovima (ako

postoje na bocici),

¢ podaci na boc¢icama za hemokulturu i uputnici se podudaraju,

e svaka bocica za hemokulturu sadrzi odgovarajuci volumen krvi koji zahteva proizvodac,

¢ izgled sadrzaja bocica za hemokulturu nije sumnjiv.

Ako su svi zahtevi zadovoljeni, analizu je potrebno prihvatiti, a bo¢ice odmah postaviti u uredaj
za inkubaciju (automatizovanu ili manuelnu). Na svaki radni list treba staviti inicijale osobe koja je izvela

prethodno navedene aktivnosti, kao potvrdu da je bocica pregledana na prijemu.

Kriterijumi za odbacivanje inokulisanih bocica za hemokulturu su: a) neobeleZene bocice, b)
razbijene i ostecene bocice, c) bocice koje propustaju (cure).
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4. ANALITICKA FAZA

Analiticka faza mikrobioloske dijagnostike infekcije krvi zapocinje stavljanjem bocica za
hemokulturu u inkubator.

Bocice za hemokulturu se smatraju pozitivnim i pre stavljanja u inkubator ako sadrzaj pokazuje
znakove hemolize, zamucenosti, povisenog pritiska (ispupceni gumeni ¢ep), ako je senzor na dnu bocice
promenjene boje (bioMérieux, Francuska), krv boje ¢okolade, lizirana i/ili vrlo tamna krv (Beckton,
Dickinson and Company, SAD) (23,47). Kod takvih bocica treba odmah zapoceti mikrobiolosku obradu i
analizu (vidite poglavlje 4.3.).

4.1. Automatizovani sistemi za inkubaciju hemokultura

Primena automatizovanih sistema koji kontinuirano prate porast mikroorganizama u poredenju
sa manuelnom obradom hemokultura povedala je uspesnost i brzinu detekcije rasta mikroorganizama u
hemokulturi (48). Trenutno na trzZistu postoji nekoliko ovih sistema i za svaki od sistema su dostupne bocice sa
razli¢itim medijumima (pogledati poglavlje 4.1.1.), dizajnirane da se u njima mikroorganizam sto bolje oporavi.

Hemokultura je hitna analiza i bocCice za hemokulturu se moraju staviti u uredaj za inkubaciju
hemokultura unutar 30 minuta od prijema u laboratoriju.

Vecina sistema za kontinuirano pracenje hemokultura vrsi detekciju porasta proizvodnje CO, kao rezultat
metabolizma mikroorganizama (23). Najc¢esce se koriste BacT/ALERT (bioMérieux) i BD BACTEC™ (Becton,
Dickinson and Company) sistemi. Na dnu boCice se nalazi senzor koji je membranom propustljivom za CO,
odvojen od tecnog medijuma. Kako mikroorganizmi aktivnim metabolizmom proizvode CO,, on difunduje kroz
membranu, istiskuje jone H,, dovodedi do acidifikacije senzora, Sto se detektuje kolorimetrijski ili fluorometrijski,
zavisno od automatizovanog sistema. Fotoosetljiva dioda osvetljava senzor svakih 10 minuta, a reflektovanu
svetlost hvata fotodetektor. Promena u intenzitetu signala je proporcionalna pomaku emisije boje senzora,
koja je povezana sa koliCinom rastvorenog CO, u medijumu. Podaci se sakupljaju i prebacuju u kompjuter od
aparata koji pomocu algoritama analizira podatke i prepoznaje porast proizvodnje CO,. BoCice koje zadovoljavaju
kriterijum za znacajan porast CO, automatizovani sistem prepoznaje i signalizira kao pozitivne. Uredaj salje zvucni
signal, a svetlosnim signalom locira mesto u aparatu na kojem se nalazi pozitivna bocica (23).

Inokulisane bocice za hemokulturu se inkubiraju maksimalno pet dana u automatizovanim
sistemima, nakon Cega se smatraju negativnim i uklanjaju se iz uredaja. Pozitivne bocice za hemokulturu
se podvrgavaju daljoj mikrobioloskoj dijagnostici, a informaciju o pozitivnoj hemokulturi potrebno je
odmah javiti medicinskom osoblju na odeljenju sa kog je poslata hemokultura (47).

Ako na kraju inkubacije od pet dana negativna bocica izgleda pozitivno na temelju vizuelnog
pregleda, treba pretpostaviti da je hemokultura pozitivna i pristupiti daljoj obradi (pogledati poglavlje 4.3.).

Savremeni sistemi za inkubaciju bocica za hemokulturu su znacajno skratili vreme ¢ekanja na
rezultat. Pored toga, koriS¢enje automatizovanih sistema za kontinuirano pracenje otkriva epizode
endokarditisa i drugih infekcija krvi unutar pet dana inkubacije. Stoga, nema potrebe za produzavanjem
vremena inkubacije u slu¢aju sumnje na infekciju zahtevnim, probirljivim mikroorganizmima (23,47,48).

Potreba za skrac¢ivanjem vremena ¢ekanja na rezultat motivisala je proizvodace automatizovanih
sistema da pojednostave rad opisanih uredaja. Dostupni su potpuno automatizovani sistemi (BACT/
ALERT® VIRTUO®, bioMérieux) koji sami ocitavaju kodove sa bocica, dodeljuju im poziciju u uredaju i
do nje transportuju bocicu automatizovano. Na ovaj nacin je moguce da bilo koja osoba stavi bocicu u
aparat, ¢ime se skracuje vreme do dobijanja rezultata. Nakon signaliziranja pozitivne bocice ili nakon
zavrSetka inkubacije od pet dana, aparat automatski uklanja bocice, postavljajuéi ih u odgovarajudi
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rezervoar: za odlaganje (negativne hemokulture) ili dalju dijagnostiku (pozitivne hemokulture). Pored
toga, prednost ovog sistema je detekcija nivoa krvi u bocicama (inokulisan volumen krvi u bocicu za
hemokulturu) (49).

Satelitski sistemi za inkubaciju hemokultura sa uparenim softverom (BD BACTECTM FX40
satelitska jedinica sa BD SynapsysTM softverom, Becton, Dickinson and Company) izuzetno su inovativno
i efikasno resenje. Ukratko, sistem se bazira na kontinuiranoj softverskoj komunikaciji izmedu glavne
laboratorije i malog aparata za inkubaciju hemokultura koji se nalazi na bolnickom odeljenju, npr. jedinici
intenzivnog le¢enja. Ovako postavljen satelitski sistem omogucava da se bocica za hemokulturu stavi u
uredaj odmah nakon uzorkovanja i inokulacije, ¢ak i nakon radnog vremena mikrobioloske laboratorije.
Prednost ove vrste uredaja je Sto bilo koja osoba sa odeljenja moZe staviti bocicu u mali instrument kako
bi inkubacija zapocela Sto pre ve¢ na tom odeljenju, uz istovremeno kontinuirano lokalno praéenje bocice
i kroz aparat i kroz softver. Bocice za hemokulturu iz malih aparata smestenih na odeljenjima se zatim
mogu izvaditi i prebaciti u glavnu mikrobiolosku laboratoriju gde se te bocice mogu ili nastaviti inkubirati
(ako je protokol jos$ u toku) u automatizovanom sistemu u glavnoj laboratoriji, ili se mogu odmah dalje
obradivati ako su ve¢ bile pozitivne na satelitskoj lokaciji. Zbog znac¢ajnog skradivanja vremena obrade
(50), znacajnog poboljsanja kod skradivanja vremena do rezultata i kvaliteta samih rezultata, treba
razmotriti ovu vrstu reSenja, pogotovo za one laboratorije koji ne mogu raditi svakog dana tokom cele
godine (51).

4.1.1. Vrste bocica za hemokulturu
Medijum za kultivisanje krvi mora biti:

¢ dovoljno osetljiv da se u njemu oporavi: a) Sirok spektar klinicki relevantnih mikroorganizama
i b) mikroorganizmi koji oslobadaju male koliCine CO,,

¢ pogodan za razliCite vrste uzoraka (krv od odraslih pacijenata i od dece, od pacijenata koji
primaju antimikrobnu terapiju, za telesne tec¢nosti, i drugo) (47).

Komercijalne bocice za hemokulturu sadrze specifichu formulaciju medijuma koji omogucavaju
kultivisanje aerobnih, anaerobnih, fakultativno anaerobnih, mikroaerofilnih, kapnoi¢nih bakterija i
gljiva, u zavisnosti od sastava i namene bocica (52-55). Nekoliko velikih, dobro kontrolisanih klinickih
studija koje su poredile razlicite sisteme i medijume, pokazale su da velika vecina radi dijagnosticki
zadovoljavajuée, a izdvajaju se bocice proizvodaca Becton, Dickinson and Company i bioMérieux.
Sve formulacije medijuma koje su dostupne na trZistu sadrze antikoagulanse. Najefikasniji je SPS koji
dodatno neutralise lizozime, inhibira fagocitozu, inaktivira neke aminoglikozide i inhibira deo kaskade
komplementa. RazblaZivanje krvi u bujonu (odnos krv i bujon —1:5 do 1:10) u boc¢icama, kao i SPS, imaju
inhibitorni efekat prema antimikrobnim agensima koji mogu biti prisutni u krvi odnosno hemokulturi.
Pored toga, neki proizvodaci dodaju u medijum i apsorbujuéa sredstva ili antibiotik-vezujuée supstance,
smole u cilju inaktivacije antimikrobnih lekova. Dodatno, neki medijumi sadrze liticke agense koji su
znacajni za oslobadanje fagocitovanih mikroorganizama.

U cilju optimizacije oporavka svih potencijalnih patogena neophodno je kombinovati
komplementarne medijume (razlicite bocice za hemokulturu) (23).

Bocica za hemokulturu za kultivisanje aerobnih mikroorganizama

a) Standardna

Bocica sadrZi obogacenu hranjivu podlogu. Supstrat je namenjen za rast aerobnih bakterija i gljiva.

b) Sa sredstvom za inaktivaciju antimikrobnih lekova

Bocica sadrzi obogacenu hranljivu podlogu uz dodatak sredstva za inaktivaciju antimikrobnih
lekova. Omogucava rast aerobnih i fakultativno anaerobnih bakterija i gljiva u uzorcima krvi uzetim tokom
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primene antimikrobne terapije. Zbog veceg analitickog prinosa i inaktivacije antimikrobnih lekova, ova
bocica se preporucuje za upotrebu u osnovnom setu bocica za hemokulturu.

Bocica za hemokulturu za kultivisanje anaerobnih mikroorganizama

a) Standardna

Bocica sadrZi obogacenu hranljivu podlogu sa prethodno redukovanim CO, i N,. Namenjena je
za rast anaerobnih i fakultativno anaerobnih bakterija.

b) Liticka

BoCica sadrZi obogacenu hranljivu podlogu sa prethodno redukovanim CO, i N, uz dodatak
saponina, faktora koji lizira krvne celije. Sredstvo za lizu omoguéava oslobadanje intracelularnih
patogena, te povecava analiti¢ki prinos mikroorganizama iz uzorka. Hranljiva podloga omogudava rast ne
samo anaerobnih, ve¢ i mikroaerofilnih i fakultativno anaerobnih bakterija. Zbog uspesnog rasta i boljeg
analitickog prinosa mnogih patogena u poredenju sa standardnom anaerobnom hranljivom podlogom,
preporucuje se korisc¢enje liticke hranljive podloge u osnovnom setu bocica za hemokulturu.

c) Sa sredstvom za inaktivaciju antimikrobnih lekova

BoCica sadrZi obogacenu hranljivu podlogu sa prethodno redukovanim CO, i N, uz dodatak
sredstva za inaktivaciju antimikrobnih lekova. Hranljiva podloga omogucava rast anaerobnih i fakultativho
anaerobnih bakterija u uzorcima uzetim tokom antimikrobne terapije. Zbog veéeg analitickog prinosa i
inaktivacije antimikrobnih lekova, ova bodica se preporucuje za upotrebu u osnovnom setu bocica za
hemokulturu.

Pedijatrijska bocica za hemokulturu

BocCica omogudava uzimanje manjeg volumena krvi uz istovremeno odrzavanje Zeljene
dijagnosticke vrednosti. Namenjena je za pedijatrijske pacijente sa telesnom masom manjom od 12,8 kg.
Sadrzi obogacenu hranljivu podlogu uz dodatak sredstva za inaktivaciju antimikrobnih lekova. Omogucava
rast aerobnih i fakultativno anaerobnih bakterija i gljiva.

Bocica za hemokulturu za kultivisanje gljiva

Bocica sadrzi selektivnu hranljivu podlogu koja podrzava porast gljiva, antibiotike koji inhibiraju
rast bakterija i saponin koji omogudava lizu ¢elija. Ako se sumnja na gljivicnu etiologiju infekcije, ili ako
se radi o visokorizicnom pacijentu (imunokompromitovanom, neutropeni¢cnom) preporucuje se uzeti
u obzir koriséenje hranljive podloge za kulturu gljiva i dodati je setu za hemokulturu kako bi se skratilo
vreme do dobijanja rezultata. U tom slucaju, set za hemokulturu se sastoji od ukupno tri bocice (56).

4.2. Manuelno obradivanje hemokultura

Pre pojave sistema za automatizovanu inkubaciju, hemokulture su se obradivale manuelno,
Sto e biti opisano u ovom poglavlju za slu¢aj kada automatizovani sistem mozda privremeno nece biti
dostupan (servis, zamena, i drugo).

Na trziStu postoje bocice za manuelnu obradu hemokultura razli¢itih sastava i brojnih
proizvodaca. Ukoliko se primenjuje ova metoda za mikrobioloSku dijagnostiku infekcije krvi treba se
pridrZavati uputstva proizvodaca. Preporuka je da se koriste medijumi razli¢itog sastava (razlicite bocice
za hemokulturu; preporuceno aerobna i anaerobna) da bi se optimizovao oporavak mikroorganizama u
hemokulturi (23,57).

Nakon inokulacije krvi, bocice se inkubiraju u termostatu na 35-37°C tokom sedam dana, pri
¢emu se dnevno vizuelnoispituje prisustvo znakova rasta mikroorganizama u svakoj bocici (57). Medutim,
sporo-rastuci i probirljivi mikroorganizmi zahtevaju inkubaciju duzu od sedam dana (znacajna razlika u
odnosu na automatizovane sisteme) (58).
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Promene koje ukazuju na rast mikroorganizama u hemokulturi su zamucenje, hemoliza, promena
boje, proizvodnja gasa i drugo (Tabela 5) (47).

Tabela 5. Vidljivi znaci porasta mikroorganizama u bocici za hemokulturu za manuelnu obradu.

Makroskopska opservacija Moguci mikroorganizmi
|Hemoliza Streptokoke, stafilokoke, Listeria spp., Clostridioides spp., Bacillus spp.
Zamucenost /Aerobni Gram-negativni bacili, stafilokoke, Bacteroides spp.
|[Formiranje gasa Aerobni Gram-negativni bacili, anaerobi
|Formiranje pelikula Pseudomonas spp., Bacillus spp., gljive
ZgruSavanje Staphylococcus aureus
Vidljive kolonije Streptokoke, stafilokoke

Ukoliko je bocica pri vizuelnoj inspekciji makroskopski pozitivna, procesuira se kao Sto je opisano u
poglavlju 4.3.

U smernicama i vodi¢ima dobre laboratorijske prakse navodi se da sadrzaj negativne bocice za
hemokulturu za manuelnu obradu ne treba subkultivisati (23,47). Svaka laboratorija u skladu sa svojom
praksom, te u skladu sa lokalnim zakonima, smernicama i programima kvaliteta koji se sprovode u
laboratoriji treba da ima pisanu proceduru kako postupati u ovoj situaciji.

4.3. Postupak sa pozitivnom bocicom za hemokulturu

Pre presejavanja i dalje obrade pozitivne bocice za hemokulturu, potrebno je posebnu paznju
posvetiti bezbednosti laboratorijskog osoblja. Treba biti oprezan kada se uzima sadrzaj iz pozitivhe
bocice za hemokulturu, zbog ¢ega se preporucuje obrada u laminarnoj komori. Osoblje treba da nosi
licnu zastitnu opremu (mantil, rukavice, naocare ili kacigu) (47).

Sadrzaj (te¢nu kulturu) iz bocice je potrebno izvudi sterilnom iglom i Spricem. Postupak je slededi:
e postaviti bocicu uspravno, dezinfikovati cep 70% alkoholom i ostaviti da se osusi na vazduhu,
¢ zbog mogudeg prisustva povecanog pritiska u bocici, paZljivo staviti sterilnu iglu vertikalno
kako bi se uklonio viSak gasa,

¢ nakon smanjenja pritiska u bocici, odmah pricvrstiti sterilni Spric i izvuéi 4 ml tecne kulture,

e preneti, kap po kap, na odabrane hranljive podloge (Tabela 6) i na sterilno predmetno staklo
za preparat koji se boji po Gramu. U zavisnosti od kapaciteta mikrobioloske laboratorije i
validiranih metoda, tecna kultura se moze koristiti za direktnu identifikaciju mikroorganizma iz
pozitivne bocice i direktni, brzi antibiogram (59,60).

Radi veée bezbednosti laboratorijskog osoblja, preporucuje se koriséenje posebnih zatvaraca na
bocicama, koji omogucavaju aplikaciju kulture iz pozitivne bocice bez upotrebe igle i Sprica (23).

Nakon ovog postupka, kontaminirane materijale treba staviti u posudu za odlaganje infektivnog
otpada, a pozitivnu bocicu treba ¢uvati na sobnoj temperaturi do zavrSetka dijagnosti¢kog postupka (23,47).

U retkim slucajevima, automatizovani sistem moZe proglasiti hemokulturu pozitivnom, ali da
mikroskopski nalaz i subkultura budu negativni. U ovom slucaju je vazno pogledati krivulju rasta bocice i
zatraZiti dodatno presejavanje pre nego Sto se bocica proglasi lazno pozitivnom. Uzroci lazno pozitivhog
rezultata mogu ukljucivati probleme sa opremom, volumen krvi veci od preporucenog, krv sa velikim
brojem leukocita i drugo.

4.4. Preparat iz hemokulture obojen po Gramu

Samo iz pozitivnih bocica za hemokulturu, koje su detektovane vizuelnom inspekcijom (manuelna
obrada hemokultura) ili u automatizovanom sistemu, pravi se preparat (47).
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Pravljenje i mikroskopski pregled preparata iz hemokulture obojenog po Gramu i izvestavanje
nadleznog zdravstvenog radnika na odeljenju gde je pacijent hospitalizovan treba da se izvrsi unutar
60 minuta od detekcije pozitivne hemokulture (61). Kasnjenje u ovoj aktivnosti moze uticati na ishod
le€enja pacijenta sa pozitivnom hemokulturom. Ovo nije moguce u laboratorijama koje ne rade svakog
dana tokom cele godine, kojima se predlaZze da obuce laboratorijsko osoblje za izvodenje ove analize i
izvesStavanje. Zbog toga je od izuzetnog znacaja kontinuirana edukacija i periodic¢na evaluacija znanja i
prakti¢nih vestina kod laboratorijskih radnika. Stoga, izveStavanje ,pozitivna hemokultura® bez rezultata
pregleda preparata obojenog po Gramu nije prihvatljivo (23).

Brze, kultura-nezavisne metode koje su danas u primeni znacajno su skratile vreme identifikacije
i testiranja antimikrobne osetljivosti patogena iz pozitivne hemokulture. Medutim, ovi testovi i metode
ne zamenjuju preparat obojen po Gramu iz pozitivnhe hemokulture.

Izvestaj rezultata pregleda preparata obojenog po Gramu treba da sadrzi:

1. Gram reakciju (Gram-pozitivan, Gram-negativan, Gram-varijabilan)
2. Oblik (koke, bacili, kokobacili, pleomorfni, filamentozni, blastokonidije, hife, i drugi)
3. Raspored (pojedinacni, parovi, lanci, grupe/grozdovi, palisade, i drugo) (47).

4.5. Subkultivisanje

Subkultivisanje (presejavanje tecne kulture iz pozitivnih bocica za hemokulturu na cvrste
hranljive podloge) je sastavni deo postupka obrade hemokultura.

Laboratorije bi trebale da imaju detaljan protokol za obradu hemokultura. Sve pozitivne bocice
za hemokulturu (aerobne i anaerobne) treba da se subkultivisu na krvni agar sa 5% ovcije krvi i cokoladni
agar, i da se inkubiraju na temperaturi od 35-37°C u prisustvu 5% CO, (47,62). Pozitivne anaerobne
bocice treba subkultivisati na neselektivne anaerobne medijume obogaéene vitaminom K i heminom,
i inkubirati anaerobno na temperaturi od 35-37°C. U zavisnosti od nalaza na preparatu iz hemokulture,
treba dodati i druge medijume (Tabela 6) (47,63,64).

4.6. Identifikacija i testiranje antimikrobne osetljivosti

Procedure za identifikaciju i testiranje antimikrobne osetljivosti se ne razlikuju od onih koje
se primjenjuju kod izolata iz drugih uzoraka. lzvode se u skladu sa principima dobre laboratorijske
prakse i standardnom operativnom procedurom. Pored ovih metoda, danas je u sve Siroj primeni brza
mikrobioloska dijagnostika (identifikacija i testiranje antimikrobne osetljivosti).

4.6.1 Brze i automatizovane metode za identifikaciju direktno iz pozitivnih hemokultura

Za brzu identifikaciju bakterija i gljiva direktno iz pozitivne bocice za hemokulturu mogu se
koristiti automatizovani sistemi za identifikaciju mikroorganizama i testiranje antimikrobne osetljivosti
(BD Phoenix™ M50, Becton, Dickinson and Company; VITEK® 2, bioMérieux) (65-68).

Brza identifikacija bakterija i gljiva poraslih u hemokulturi moguéa je primenom metode
Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization Time-Of-Flight Mass Spectrometry (MALDI-TOF MS) (69-
71). Dva osnovna pristupa kojima se MALDI-TOF MS mozZe primenjivati kako bi se ubrzala identifikacija
mikroorganizama poraslih u hemokulturi su: a) identifikacija direktno iz pozitivne bocice za hemokulturu
i b) identifikacija iz kratko inkubirane subkulture od nekoliko sati na ¢vrstoj hranljivoj podlozi. Prilikom
direktne identifikacije iz bocice za hemokulturu, kulturu iz bocice potrebno je prethodno obraditi
nekim od dostupnih protokola u svrhu ekstrakcije proteina koji omogucavaju identifikaciju u kratkom
vremenskom roku. Identifikacija iz diskretnog porasta nakon kratke inkubacije subkulture na ¢évrstoj
hranljivoj podlozi ne zahteva dodatnu pripremu.

Poslednjih nekoliko godina na trziStu postoje i drugi sistemi i tehnologije koje se mogu koristiti
za direktnu identifikaciju patogena iz pozitivne hemokulture (Tabela 7) (23,72-80).
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Tabela 6. Inicijalna obrada i preliminarno izvestavanje rezultata pozitivnih hemokultura.

R KA (o AN? Druge podloge i testovi Izvestaj
preparata
Pozitivne koke u nekoliko® kapi za koagulaza ,,Gram-pozi:avne kOkf !
rupama X test u epruveti i AST grupama’; ,Moguci
& Staphylococcus spp.”
. b . . g .
Pozitivne koke u .nekc-)llkc? kapi z§ . ,,Qram p02|t-1vn(i koke u )
- bacitracinski, optohinski, lancima, parovima“; ,Moguci
lancima ili X X X . v . o .
. CAMP test, zuc-eskulin Streptococcus spp. ili ,,Moguci
parovima . p
podlogu i AST Enterococcus spp.
Kratki pozitivni koliko® kapi za CAMP
ratkd p(?Z.ItIVI’II X X X ne Ovlvo ap! zaC ,Gram-pozitivni bacili“
bacili test, Zuc-eskulin podlogu
,Gram-pozitivni bacili“; ako je
Dugi pozitivni X X X samo anaerobna bocica
bacili pozitivna ,,Moguci anaerobni
Gram-pozitivni bacili”
,Gram-negativni bacili“; ako
MC, AST I fologija ukazuje ,M Ci
Negativni bacili X x X C, AST, podloga za morfologija ukazuje ,, ”o.g.uu
Campylobacter spp. Campylobacter spp. “ ili
»Moguci Haemophilus spp. “
»Gram-negativne koke“ ako je
Napomena: Acinetobacter samo anaerobna bocica
Negativne koke X X X spp. moZe da bude ovog pozitivna ,,Moguce
oblika anaerobne Gram-negativne
koke”
Gljive X X SDA, CHROMagar /Gliive", ako morfologija
ukazuje ,Kvasnice” ili ,Plesni

KA, Columbia agar sa 5% ov¢ije krvi, CA, ¢okoladni agar; AN, anaerobna podloga; MC, MacConkey agar; SDA, Sabouraud
dekstrozni agar; AST, antibiogram/antimikogram.
2Ako je pozitivna anaerobna bocica.

bLaboratorija moZe da ima validirani protokol za izvodenje direktne konvencionalne identifikacije i antibiograma iz pozitivne

bocice za hemokulturu.

Tabela 7. Tehnologije za identifikaciju mikroorganizama direktno iz pozitivne hemokulture.

Tehnologija

Prosecno vreme za dobijanje rezultata
iz pozitivne hemokulture, sati

Primeri komercijalno dostupnih
kitova/testova i platformi

FISH

0,5-1,5

Accelerate Pheno® System
(Accelerate Diagnostics)

Nested PCR/FilmArray

BIOFIRE® BCID2 panel (bioMérieux)
Xpert® MRSA/SA Blood Culture
panel (Cepheid)

MALDI-TOF MS

VITEK® MS PRIME (bioMérieux)
MALDI Biotyper® System (Bruker
Daltonics GmbH & Co. KG.)

DNK hibridizacija i
elektrohemijska detekcija

1,5

Luminex VERIGENE® (Diasorin)
cobas® ePlex® BCID (Roche
Diagnostics)

Real-time PCR i microarray

Q
\‘h
w

SepsiTest™-UMD (Molzym)
eazyplex® BloodScreen (Amplex)
Unyvero BCU panel (Curetis)
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4.6.2. Fenotipsko testiranje antimikrobne osetljivosti

Svake godine Evropski komitet za testiranje antimikrobne osetljivosti (engl. European Committee
on Antimicrobial Susceptibility Testing, EUCAST) izdaje vaZzece Tabele klinickih grani¢nih vrednosti za
odredivanje i tumacenje rezultata testiranja osetljivosti (81). Pored toga, na web stranici EUCAST-a
dostupne su i preporuke kako testirati osetljivost na antimikrobne lekove za one mikroorganizme za
koje nisu definisane ili nisu dostupne klinicke grani¢ne vrednosti za odredivanje kategorije osetljivosti
(S, I, R). Istovremeno, smernice americkog Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) stalno se
azuriraju, a njihovo koris¢enje savetuje se ukoliko preporuke EUCAST-a nisu dostupne (82).

Postupci manuelne izrade antibiograma opisani su u dokumentima dostupnim na web stranici
EUCAST-a. Izbor antimikrobnih lekova za testiranje treba da bude u korelaciji sa vrstom izolovanog
patogena, primarnim izvorom infekcije (ako postoji) i farmakokinetikom antimikrobnog leka (lek sa
dobrim sistemskim prodiranjem u organe).

Prema preporukama EUCAST-a, mogude je uraditi brzo testiranje antimikrobne osetljivosti
direktno iz pozitivne hemokulture (engl. Rapid Antimicrobial Susceptibility Testing, RAST) i u tom
slu€aju sadrzaj bocice (te¢nu kulturu) tretirati kao inokulum. Postupak izrade, ocitavanja i tumacenja
RAST metode opisani su na web stranici EUCAST-a.

Velika veéina sistema za automatizovanu identifikaciju mikroorganizama koji su prisutni na trzistu
opremljena je panelima za testiranje antimikrobne osetljivosti, sto znaci da je rezultat antibiograma
dostupan istovremeno sa identifikacijom patogena (BD Phoenix™ M50, Becton, Dickinson and Company;
VITEK® 2, bioMérieux). Takva resenja znacajno skrac¢uju vreme Cekanja na rezultat (83-86).

Pored toga, moguce je uraditi testiranje antimikrobne osetljivosti u automatizovanom sistemu
direktno iz pozitivne bocice za hemokulturu, kada se kultura iz bocice koristi kao inokulum. Trenutno na
trzistu postoji nekoliko reSenja (VITEK® REVEAL™ - bioMérieux; Accelerate Pheno® System - Accelerate
Diagnostics (distribuira Becton, Dickinson and Company); dRAST™, QuantaMatrix Inc., JuZzna Koreja) za
automatizovani, brzi i direktni antibiogram iz pozitivne hemokulture (fenotipski antibiogram za Cetiri do
Sest sati) sa mogucnoséu tumacenja i interpretacije antibiograma prema vaze¢em standardu (EUCAST,
CLSI) (87-90).

4.6.3. Molekularni antibiogram — detekcija gena rezistencije

Molekularni ili genotipski antibiogram se zasniva na detekciji gena rezistencije kod uzrocnika
infekcije. Postoje brojni komercijalni sistemi koji pored direktne detekcije i identifikacije bakterija i gljiva
iz pozitivne hemokulture detektuju i Citav spektar gena povezanih sa antimikrobnom rezistencijom
kod Gram-pozitivnih i Gram-negativnih bakterija, i gljiva. Detekcija gena rezistencije skraduje
vreme izvesStavanja. Brojne studije su pokazale odli¢no slaganje izmedu detekcije gena rezistencije i
konvencionalnog, fenotipskog antibiograma (91-94).

Dva najCesca targeta kod Gram-pozitivnih bakterija su mecA/C geni za detekciju mecA/C-
posredovane meticilinske rezistencije kod stafilokoka i vanA/B geni za detekciju vankomicinske
rezistencije kod enterokoka. Razli¢iti komercijalni paneli takode detektuju gene rezistencije specificne

za Gram-negativne bakterije, najcesce bla blam bIaNDM’ bla b/a/MR bla

CTX-M, VIM, OXA-48-like.

U vecini slucajeva, detekcija mecA/C ili vanA/B gena omogucava krajnju interpretaciju
molekularnog antibiograma i antimikrobna terapija se moZe optimizovati u skladu sa prisustvom ili
odsustvom gena. Na primer, ako mecA/C gen nije detektovan kod Staphylococcus aureus, vankomicin se
moZze de-eskalirati. Izuzetno retko, meticilinska rezistencija kod stafilokoka moze biti posredovana drugim
mehanizmima rezistencije (23). Potrebno je imati u vidu da se tehnicke greske desavaju povremeno kao
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i kod fenotipskog antibiograma. Kod Gram-negativnih bakterija, zbog postojanja brojnih i razli¢itih
mehanizama rezistencije na isti antimikrobni lek, odsustvo gena rezistencije ne predvida osetljivost
na antimikrobni lek. Ovi markeri mogu biti neeksprimirani ili eksprimirani na niskom nivou koji se ne
detektuje kao klinicka rezistencija (23). Zbog toga treba pazljivo tumaciti i interpretirati molekularne
antibiograme. U skladu sa tim, mikrobioloSke laboratorije koje izvode molekularni antibiogram iz
pozitivne bocice za hemokulturu treba da imaju standardizovani protokol koji ¢e osigurati konzistentnost
interpretacije rezultata molekularnog antibiograma i resiti diskrepance izmedu rezultata genotipskog i
fenotipskog antibiograma. Ovi protokoli mogu da uklju¢e ponovljeno i/ili dodatno testiranje.

4.7. Direktna detekcija uzrocnika u krvi

Direktna detekcija patogena u uzorcima krvi odnosi se na metode i tehnologije koje ne koriste
hemokulturu kao korak u procesu obogacivanja rasta mikroorganizama (23). Zbog znacajne ustede u
vremenu do dobijanja rezultata, optimizacija ovih tehnologija za detekciju patogena iz pune krvi je glavni
fokus trenutnih istraZivanja. Najveée ogranicenje u razvoju i implementaciji direktnih testova iz krvi je
mali broj mikroorganizama koji su prisutni u krvi pacijenata sa sepsom (1-10* CFU/ml).

Trenutno se najvise ocekuje od tehnologije T2 magnetne rezonance (T2 Biosystems, SAD) (95).
Dostupni su paneli za detekciju najéeséih i najznacajnijih bakterijskih i gljivicnih patogena kod infekcija
krvi i paneli za detekciju gena antimikrobne rezistencije. Rezultat se dobija u roku od tri do pet sati (96).
Pored navedenog sistema, u evaluaciji je Bosphore Sepsis Panel Bundle Kit (Anatolia geneworks, Turska)
uz korisc¢enje ekstrakcionih kitova (UNIOA24S Extraction&PCR Setup System, Anatolia Geneworks i UNIO
Whole Blood Genomic DNA Extraction Large Volume Kit, Anatolia Geneworks).
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5. POSTANALITICKA FAZA
5.1. lzvestaj o ispitivanju

Izvestaj treba da bude jasan, pregledan, citljiv (ako je pisan rukom) i razumljiv. Potrebno je
koristiti jasnu i standardizovanu terminologiju, a skraéenice treba izbegavati. Pre nego Sto se izvesti,
izvestaj o ispitivanju se mora verifikovati (23,47).

Bez obzira da li je hemokultura pozitivna ili negativna, rezultat hemokulture je od izuzetnog
znacaja za pacijenta i njegovog klinickog lekara.

5.1.1. Preliminarni izvestaj o ispitivanju
Primeri izvestaja su sledeci:

¢ testiranje u toku, nema rezultata do sada
* nema porasta posle 24 sata inkubacije

* nema porasta posle 48 sati inkubacije

e pozitivna hemokultura

Kada se detektuje pozitivna hemokultura, treba izvestiti usmeni i pisani preliminarni izvestaj (47).

Preliminarni izveStaj treba da sadrzi:
- opis preparata iz hemokulture obojenog po Gramu (videti poglavlje 4.4.)
- rezultate preliminarnog testiranja, ukljucujuc¢i molekularne testove (videti poglavlje 4.6.)

5.1.2. Finalni izvestaj o ispitivanju
Negativan rezultat ispitivanja:

Zasejane podloge ostale su sterilne posle pet dana inkubiranja.*
* obavezno navesti broj dana inkubiranja.

Pozitivan rezultat ispitivanja sadrzi:

A. Broj pozitivnih hemokultura od ukupnog broja inokulisanih bocica za hemokulturu,
B. Opis preparata iz hemokulture obojenog po Gramu (videti poglavlje 4.4.),

C. Rezultat identifikacije,

D. Rezultat testiranja antimikrobne osetljivosti.

Napomena: za kontaminante ne izvoditi niti izveStavati rezultat testiranja antimikrobne
osetljivosti (Tabela 8). Komentar moZe da glasi: ,Jedan set hemokultura od dva pozitivan. Izolovanje
mikroorganizma ne znaci infekciju. Nije uraden antibiogram. Kontaktirati laboratoriju za dodatne
informacije.”

5.1.3. Tumacenje rezultata

Uzimanje uzorka krvi za hemokulturu podrazumeva uzimanje odgovarajuceg volumena krvi iz
najmanje dve razli¢ite venepunkcije za najmanje dva seta hemokultura. Poredenje rezultata dobijenih u
uzorcima iz svake venepunkcije omogucava nam pouzdanije tumacenje rezultata u slu¢aju kontaminacije
ili infekcije (Tabela 8) (47,97).

A. Generalno, izvestaj o pozitivnoj hemokulturi se tumaci kao prisustvo bakterijemije kod

bolesnika. Medutim, mikrobiota koze moze biti kontaminant/i u hemokulturi, $to za posledicu ima lazno
pozitivan rezultat ili pseudobakterijemiju. Razlozi za pseudobakterijemiju mogu biti:
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1. Mikroorganizam se vidi na preparatu, a ne kultiviSe se - moguce da nije vijabilan, ali se nalazi
u medijumu.

2. Bacillus spp. i druge bakterije mogu biti prisutni na nesterilnim rukavicama osobe koja vadi krv.
3. Moguca je kontaminacija u laboratoriji.

B. MeSana hemokultura je moguda i nije retkost. Uzeti u obzir kod opisa preparata i izbora
hranljivih podloga za subkultivisanje.

Tabela 8. Tumacenje rezultata hemokultura.

Rezultat . .
Tumacenje Komentar
Set 1 Set 2
- Nema infekcije .
.. .. J , Ponoviti
- Uzroc¢nika nije moguce . Ly .
. . . . . mikrobiolosku analizu
Sterilan Sterilan kultivisati konvencionalnim L. .
krvi istom i/ili drugom
metodama metodom
- Neadekvatan volumen
Izolovanje -
. . . . . .. Sprovodenije ciljane
mikroorganizma iz Sterilan Verovatni uzro¢nik sepse

grupe visokog rizika®

antimikrobne terapije®

Izolovanje
mikroorganizma iz
grupe visokog rizika®

Izolovanje istog
mikroorganizma iz
grupe visokog rizika®

Uzrocnik sepse

Sprovodenije ciljane
antimikrobne terapije®

Izolovanje
mikroorganizma iz
grupe niskog rizika*

Sterilan

Moguca kontaminacija

Ponoviti
mikrobiolosku analizu
krvi

Izolovanje
mikroorganizma iz
grupe niskog rizika*

Izolovanje istog
mikroorganizma iz
grupe niskog rizika*

Uzrocnik sepse

Sprovodenije ciljane
antimikrobne terapije®

Izolovanje meSane
kulture istih
mikroorganizama u
oba seta

Izolovanje mesane
kulture istih
mikroorganizama u
oba seta

Mogudi uzroénici sepse®

Sprovodenije ciljane
antimikrobne terapije®

2U grupu spadaju: Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae, beta-hemoliticki streptokok, Enterococcus spp., Listeria
monocytogenes, Enterobacterales, Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter spp., Haemophilus spp., Neisseria meningitidis,
Brucella spp., Campylobacter spp., Pasteurella spp., anaerobne bakterije, bakterije iz HACEK grupe, Candida spp. i drugi
patogeni krvi.

® Ako klini¢ko stanje pacijenta ukazuje na sepsu.

¢ Grupi pripadaju mikroorganizmi koji ¢esto uzrokuju kontaminaciju uzoraka krvi: koagulaza-negativne stafilokoke (u 60-70%
slucajeva je lazno pozitivan rezultat), Micrococcus spp., alfa-hemoliticke streptokoke, Corynebacterium spp., Cutibacterium
spp., Clostridium perfringens, Bacillus spp.

4U nekim sluéajevima moguca je infekcija sa vise mikroorganizama, npr. kod pacijenata sa imunodeficijencijom, nakon
transplantacije, u slucaju infekcije trbusne Supljine, i drugo.

Brojni faktori uti¢u na dobijanje lazno pozitivnih i [aZno negativnih rezultata hemokulture.
Neki od najvaznijih su:

* premali volumen krvi (nedovoljna proizvodnja CO,) - nema signala rasta,

¢ nedovoljan broj uzoraka/setova bocica — smanjenje stope analitickog prinosa,

¢ neodgovarajuée vreme uzimanja uzorka (prerano ili prekasno, narocito vazno kod pacijenata
koji su na antimikrobnoj terapiji) — nema porasta mikroorganizama, nema signala rasta,
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¢ nepravilno uzimanje uzorka, neadekvatna dezinfekcija mesta venepunkcije, zatvaraca bocice i
ruku osoblja — kontaminacija uzorka,

¢ neodgovarajudi uslovi transporta i ¢uvanja (preniska/previsoka temperatura) - unistavanje
mikroorganizama, nema signala rasta,

¢ predugo vreme izmedu uzimanja uzorka i pocetka inkubacije u automatizovanom sistemu
(razmnozavanje mikroorganizama pre stavljanja bocCice u komoru inkubatora, blagi porast CO,
tokom ocitavanja u uredaju) — nema signala rasta,

¢ neodgovarajuca bocica — nedostatak odgovarajudih uslova za rast, nema signala rasta,

e prisutnost faktora koji inhibiraju rast mikroorganizama u krvi (npr. visoka koncentracija
antibiotika) — nedostatak odgovarajucih uslova za rast, nema signala rasta,

* prisutnost mikroorganizama u uzorku koji ne proizvode dovoljno CO, - nema signala rasta
(23,47,98).

5.1.4. Ogranicenja

A. Medijumi koji se koriste mozda ne podrzavaju rast svih patogena krvi. Zbog toga se preporucuje
koriséenje razli¢itih formulacija medijuma.

B. SPS moze da inhibira rast i vijabilnost nekih mikroorganizama.

C. I druge bolesti mogu biti prisutne, sa obzirom na mnoge slucajeve nejasnih febrilnih stanja (23).
5.2. Cuvanje izolata

Pozitivne bocice za hemokulturu mogu se cuvati sedam do 14 dana na sobnoj temperaturi. Svi
klinicki znacajni izolati (po jedan izolat od svakog seta hemokultura) treba presejati na odgovarajudi
medijum (npr. komercijalni medijumi microbank ili cryobank) i upisati u evidenciju. Vreme cuvanja

izolata moze varirati zavisno od akademskih/naucnih interesa laboratorije, a u interesu pacijenta je da se
¢uvaju najmanje dve godine (23,47).
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6. IZOLOVANIJE RETKIH | PROBIRLJIVIH BAKTERUA

Retke i probirljive bakterije se ne izoluju Cesto iz krvi, ali mogu biti uzrocnici teskih infekcija.
U vedini slucajeva automatizovani sistemi za hemokulture omogucavaju njihovu uspesnu detekciju
primenom standardnog laboratorijskog protokola od pet dana inkubiranja (99). Ukoliko sistem
signalizira pozitivnu hemokulturu pred kraj protokola (inkubacionog perioda), ¢esto se radi o porastu
probirljivih bakterija. Na preparatima obojenim po Gramu se nekada tesko uocavaju zbog malih
dimenzija, neuobicajenog oblika ili odsustva Celijskog zida. U nekim sluc¢ajevima primena dodatnih
bojenja, kao sto je akridin oranz, moze biti od pomoci (100). Identifikacija retkih i probirljivih bakterija
olaksana je primenom savremenih metoda kao $to je MALDI-TOF MS. Neke bakterije, kao $to su rodovi
Bartonella, Coxiella, Rikettsia, Chlamydia, Tropheryma whipplei i Mycoplasma, ne mogu se kultivisati
na standardnim bakterioloskim podlogama, te je za njihovu detekciju potrebno primeniti molekularne
metode (23).

6.1. HACEK grupa

HACEK grupa obuhvata Haemophilus spp. (osim Haemophilus influenzae), Aggregatibacter
spp., Cardiobacterium spp., Eikenella corrodens i Kingella spp. lako pripadaju mikrobioti gornjih
respiratornih puteva, mogu izazvati teske infekcije (endokarditis, bakterijemiju, osteomijelitis).
Inkubacija hemokultura od pet dana je dovoljna za izolovanje HACEK grupe iz krvi. Za subkultivisanje
koriste se obogaéene podloge kao Sto je Cokoladni agar, koje je potrebno inkubirati najmanje 48 h u
atmosferi sa 5-10% CO, (23).

6.2. Bartonella spp.

lako bakterije roda Bartonella mogu da rastu u bocicama za hemokulturu, retko se izoluju
na ovaj nacin. Za njihovo izolovanje iz krvi preporucuje se metoda liziranja uzorka krvi pracena
centrifugiranjem, a potom zasejavanjem sedimenta na obogacene podloge kao sto je ¢okoladni agar.
Podloge se inkubiraju 14-21 dan na temperaturi od 35°C, u vlaznoj sredini i atmosferi sa pove¢anom
koncentracijom CO, (101). Alternativno, moZe se koristiti sistem sa litickim bujonom koji se inkubira
sedam dana, a onda presejava na odgovarajuce C¢vrste podloge (102).

6.3. Brucella spp. i Francisella spp.

Savremeni automatizovani sistemi omogucavaju detekciju bakterija roda Brucella u krvi u 95%
slucajeva tokom protokola inkubacije od sedam dana, uglavhom iz aerobnih bocica (103). Obrada
pozitivne hemokulture kod sumnje na brucelozu radi se u komori za bezbedan rad nivoa 3 (engl.
biosafety cabinet level 3). Na preparatu obojenom po Gramu uocavaju se sitni, bledi Gram-negativni
kokobacili. Subkultura na odgovarajudoj ¢vrstoj hranljivoj podlozi za Brucella spp. se inkubira u uslovima
povecane vlaZnosti i atmosferi sa 5-10% CO, (23).

Za izolovanje Francisella tularensis u automatizovanim sistemima za hemokulture inkubaciju
je potrebno produZziti na 10 dana, uz obavezno subkultivisanje na kraju perioda inkubacije (101). Na
preparatima obojenim po Gramu ova bakterija se tesko uocava jer je pleomorfna i malih dimenzija.
Subkultivisanje se vrsi na podlogu obogadenu cisteinom (npr. BCYE agar), triptikaza soja agar sa 5%
ovcije krvi, Cokoladni agar i MacConkey agar. Podloge se inkubiraju tri do sedam dana na 35°C u vlaznim
uslovima i u atmosferi sa 5-10% CO, (23).

6.4. Campylobacter spp. i Helicobacter spp.

Najcescée vrste roda Campylobacter koje uzrokuju sistemske infekcije, C. jejuni, C. coli i C. fetus,
uspesno se detektuju u automatizovanim sistemima za hemokulturu (104,105). Na preparatu obojenom
po Gramu ovi sitni, bledi, zakrivljeni Gram-negativni bacili su nekada tesko uodljivi, pa se moze primeniti
akridin oranz bojenje radi bolje vizualizacije. Subkulturu na odgovarajucoj selektivnoj podlozi potrebno je
inkubirati 72 h u mikroaerofilnim uslovima (5% O,, 85% N, 10% CO,) na temperaturama 35-37°C i 42°C.
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Ukoliko postoji sumnja na infekciju enterohepati¢nim vrstama helikobakterija (H. cinaedi, H.
canis, H. fennelliae), inkubaciju hemokultura treba produziti na sedam dana (105). U slucaju pozitivnog
signala, kao i na kraju perioda inkubacije, hemokulturu subkultivisati i inkubirati u atmosferi sa
povecanom koncentracijom H, (106).

6.5. Legionella spp.

Legionella spp. moZe izazvati sekundarne bakterijemije udruZzene sa pneumonijom, a u retkim
slucajevima endokarditis. lako moZe da raste u bocicama za hemokulturu, retko daje pozitivan signal
u aparatu (107). Stoga je potrebno subkultivisanje po isteku inkubacije od pet dana. Subkultivise se
na podloge sa cisteinom (npr. BCYE agar). Legionella spp. se tesko uocCava na preparatu obojenom po
Gramu, te se preporucuje koris¢enje 0,1% baznog fuksina umesto Safranina radi bolje vizualizacije (23).

6.6. Leptospira spp.

Bakterije roda Leptospira se izuzetno retko izoluju izhemokultura, pa se za dijagnostiku infekcija
izazvanih ovim bakterijama preporucuju druge metode (108).

6.7. Abiotrophia spp. i Granulicatella spp.

Bakterije rodova Abiotrophia i Granulicatella su uzrocnici endokarditisa, klinicki znacajnih
bakterijemija i drugih teskih infekcija. Porast u hemokulturi se moze detektovati tokom standardne
inkubacije od pet dana u automatizovanim sistemima. Kada se sumnja na infekciju uzrokovanu
ovim probirljivim bakterijama, potrebno ih je subkultivisati na obogaéene hranljive podloge, kao
Sto je Cokoladni agar ili podloga za anaerobne bakterije. Alternativno, moze se koristiti krvni agar sa
Staphylococcus aureus crtom, jer ove bakterije rastu oko kolonija S. aureus (fenomen satelitizma) (101).

6.8. Mycoplasma spp.

lako su opisani slucajevi izolovanja mikoplazmi iz konvencionalnih sistema za hemokulturu, za
njihovo izolovanje iz krvi potrebno je primeniti specificne, obogacene podloge (npr. sa argininom) (109).
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7. POSEBNA RAZMATRANIJA
7.1. Infekcije krvi povezane sa intravaskularnim kateterom

Za utvrdivanje infekcije krvi povezane sa intravaskularnim kateterom uglavnom se koriste
sledeca tri pristupa (23,47,97):

a) Kultura vrha intravaskularnog katetera
Potrebno je istovremeno uzeti vrh katetera (3-5 cm) i krv za hemokulturu iz periferne vene.

Kod semikvantitativnhe metode po Makiju (metoda rolanja katetera po hranljivoj podlozi) znac¢ajnim
se smatra nalaz 2 15 CFU nakon 48 h inkubacije na 35°C u aerobnim uslovima. Ako je u hemokulturama
porastao isti mikroorganizam kao na kulturi katetera najverovatnije se radi o infekciji krvi. Nedostatak ove
metode je otkrivanje mikroorganizama koji su prisutni samo na spoljasnjoj povrsini katetera.

Kod kvantitativne kulture vrha katetera pozitivnim se smatra nalaz > 10° CFU/mL. Ako je u
hemokulturama porastao isti mikroorganizam kao na kulturi katetera radi se o infekciji krvi.

b) Diferencijalno vreme pozitivnosti hemokultura

Potrebno je istovremeno uzeti krv za hemokulturu iz periferne vene i iz intravaskularnog
katetera. Ukoliko je u hemokulturama uzetim sa oba mesta porastao isti mikroorganizam, a uz to
je vremenska razlika u pozitivnosti hemokultura uzetih iz katetera i periferne krvi vise od dva sata,
najverovatnije se radi o infekciji krvi povezanoj sa intravaskularnim kateterom.

c¢) Kvantitativhe hemokulture

Potrebno je istovremeno uzeti krv za hemokulturu iz periferne vene i iz intravaskularnog
katetera. Metoda se zasniva na broju kolonija izolovanih iz krvi uzete iz intravaskularnog katetera koja
treba da bude najmanije tri puta veci od broja kolonija u krvi dobijenoj iz periferne vene. Za kvantitativno
odredivanje broja poraslih mikroorganizama iz hemokultura moraju se koristiti posebni sistemi za
kvantitativnu ili semikvantitativnu kultivaciju mikroorganizama u krvi.

7.2. Infektivni endokarditis

Kod sumnje na infektivni endokarditis, najvaznije je bez odlaganja uzeti uzorke krvi za
hemokulturu. Vreme uzorkovanja je manje znacajno jer je bakterijemija uglavnom kontinuirana. lako je
poZeljno uzorke uzeti pre zapocinjanja empirijske antimikrobne terapije, pacijenti kod kojih se sumnja
na infektivni endokarditis veoma Cesto veé dobijaju antimikrobne lekove. Zato je od klju¢ne vaznosti
koris¢enje podloga sa faktorima za neutralizaciju antibiotika (111).

Preporucuje se uzimanje tri seta hemokultura, sa tri razli¢ita mesta venepunkcije (izbegavati
uzorkovanje kroz intravaskularni kateter). Set treba da sadrZi aerobnu i anaerobnu bocicu. Na ovaj nacin
se povecava volumen krvi i verovatnoca izolovanja uzrocnika, ali i olakSava prepoznavanje kontaminacije
(lazno pozitivna hemokultura) (23). Ukoliko nema pozitivnih bocica u prva 24 h, uzorkovati jos$ dva seta
hemokultura (47,97).

Inkubacija hemokultura u savremenim automatizovanim sistemima omogudava detekciju
najveéeg broja uzrocnika endokarditisa tokom protokola od pet dana, ukljucujuéi i veéinu probirljivih
bakterija (23,112). Odredeni izuzeci su opisani u poglavlju 6. U slu¢aju negativnog rezultata na kraju perioda
inkubacije najcesce se preporucuje subkultivisanje bocica, ali ne postoji jasan konsenzus struke (98).

Zbog brojnih faktora rizika povezanih sa savremenim medicinskim procedurama, incidencija
gljivicnih endokarditisa je u porastu (113). Najvazniji faktori rizika su dugotrajna upotreba antibiotika,
dugotrajna intravaskularna kateterizacija, hiperalimentacija, imunosupresija, upotreba prostetickih
uredaja (113).
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7.3. Gljivicne infekcije krvi

Prisustvo gljiva u krvi (fungemija) je ¢es¢e u populaciji kod koje su prisutni odredeni faktori rizika.
Za fungemiju izazvanu kvasnicama glavni faktori rizika su: ulceracije gastrointestinalne mukoze, teska
imunosupresija (AIDS, hematoloski maligniteti, transplantacije organa, imunomodulatorna terapija
autoimunih bolesti), primena antibiotika Sirokog spektra, hiperalimentacija, primena intravaskularnih
katetera. Najcesce vrste kvasnica koje se izoluju iz krvi su Candida albicans, C. glabrata, C. tropicalis,
C. parapsilosis i Cryptococcus neoformans. Najveci znacaj ima izolovanje C. auris, zbog rezistencije na
antigljivicne lekove i rizika od transmisije, ukljucujudi i izazivanje bolnickih epidemija (113). Najc¢esce
vrste plesni koje izazivaju fungemije pripadaju rodovima Fusarium i Scedosporium, rede Exophiala,
Aspergillus i drugim. 1zolovanje bifaznih gljiva (Histoplasma spp., Blastomyces spp., Coccidioides spp.)
iz krvi znacajno je za endemska podrucja (23).

Pri sumnji na fungemiju preporucuje se uzeti dva do tri seta hemokultura (set sadrzi dve do
tri bocice u zavisnosti od proizvodaca, videti poglavlje 4.1.1.). Krv za hemokulturu treba nastavljati
uzimati svakodnevno dok traje sumnja na fungemiju. Najc¢eSée se porast detektuje za dva do pet
dana u aerobnim bocicama i bocicama za gljive (114). Nakon subkultivisanja, ukoliko postoji sumnja
na fungemiju izazvanu plesnima, podloge je potrebno inkubirati bar Cetiri nedelje. Za identifikaciju
izolovanih gljiva najbolje je primeniti savremene metode (MALDI-TOF MS, molekularne metode).
Testiranje antimikrobne osetljivosti treba izvoditi u skladu sa vaZzeéim standardima i preporukama
(EUCAST, CLSI) (23).

7.4. Hemokulture u cilju pracenja i nadzora

U trenutno dostupnoj literaturi nedostaju jaki dokazi za ponovno uzimanje krvi za hemokulturu
kod pacijenata sa prethodno pozitivnom hemokulturom. Pokazano je da u najveéem broju sluéajeva
(83,4%) ponovljene hemokulture su negativne, a novi patogen izolovan je u svega 2,5% ponovljenih
hemokultura (98).

Uzimanje krvi za hemokulturu u cilju pracenja terapijskog odgovora indikovano je kod: a)
tesko obolelih i/ili tesko imunokompromitovanih pacijenata, b) suspektne endovaskularne infekcije,
c) bakterijemije sa Staphylococcus aureus, d) kandidemije, e) bakterijemije sa multirezistentnom
Gram-negativnom bakterijom. Preporuka je da se ponavljanje izvodi 48-72 h nakon dobijanja pozitivhe
hemokulture (98). U navedenim sluc¢ajevima prisustvo ili odsustvo kontinuirane bakterijemije/fungemije
usmerava dalji tok lecenja.
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8. KONTROLA KVALITETA ANALIZE HEMOKULTURA

Redovno izvodenje kontrole kvaliteta rada u mikrobiolo$kim laboratorijama je neophodno. Ono
omogucava da eventualne greske budu uocene i da se shodno tome preduzmu korektivnhe mere radi
otklanjanja uzroka kao i preventivne mere koje treba da sprece i/ili smanje rizik nastajanja gresaka u
buduénosti. Mnoge mikrobioloske laboratorije su u cilju poboljsanja kvaliteta svog rada zapocele proces
uvodenja sistema upravljanja kvalitetom. Sistem upravljanja kvalitetom omoguéava obezbedenje
kvalitetai kompetentnosti u svim aspektima rada jedne medicinske mikrobioloske laboratorije sa krajnjim
ciljem unapredenja radnog procesa i povecanja zadovoljstva korisnika usluga. Kvalitet moZzemo definisati
kao uskladenost sa unapred zadatim zahtevima, a kada su u pitanju medicinske laboratorije, zahtevi su
najcesce definisani medunarodnim ISO standardima, konkretno ISO 15189 (Medicinske laboratorije -
Zahtevi za kvalitet i kompetentnost) (115). Svetska zdravstvena organizacija (SZO) je pripremila vodic za
uvodenje sistema upravljanja kvalitetom laboratorija, Laboratory quality management system - LQMS,
koji je zasnovan na ISO 15189 standardu i javno je dostupan na sajtu SZO (116).

Sistem upravljanja kvalitetom treba da obuhvati sve tri faze (preanaliticku, analiticku i
postanaliticku), odnosno sve procese i postupke u radu jedne laboratorije. Sistem upravljanja kvalitetom
opisuje u okviru 12 osnovnih elemenata kvaliteta koji predstavljaju ,gradivne blokove” ovog sistema i
to su okruzZenje i bezbednost, organizacija, osoblje, oprema, nabavke i inventar, upravljanje procesima,
upravljanje informacijama, dokumenti i zapisi, usluzivanje klijenata/korisnika usluga, ocenjivanje/
procena, upravljanje nezeljenim dogadajima i unapredenje procesa (116). Kontrola kvaliteta izvodenja
hemokulture ¢e biti u ovom poglavlju predstavljena prema navedenim elementima sistema upravljanja
kvalitetom.

8.1. Upravljanje procesima
8.1.1. Uzimanje i transport uzoraka za hemokulturu

Krv za hemokulturu se uzima najcesc¢e venepunkcijom, a zatim stavlja u bocice za hemokulturu
i Sto pre transportuje do laboratorije. Kako se mikrobioloske laboratorije ¢esto nalaze udaljene od
ustanove/a gde se uzorci uzimaju, laboratorija treba da se pobrine da se uzimanje i transport uzoraka za
hemokulturu odvija adekvatno, odnosno u skladu sa preporukama proizvodaca bocica za hemokulturu
i sa principima dobre laboratorijske prakse (23). NajvaZniji izazovi sa kojima se laboratorija susreée kada
se uzorkovanje vrsi na vise udaljenih mesta i uzorci transportuju u centralizovanu laboratoriju su:

1. Pravilno uzorkovanje krvi za hemokulturu,

2. Ocuvanije vijabilnosti bakterija u uzorku (bocici za hemokulturu),

3. Transport u odgovarajuc¢im uslovima i u sto kraéem vremenskom periodu,
4. Hitno izveStavanje rezultata analize ordiniraju¢em lekaru.

U literaturi ne postoji konsenzus oko preporuka kako se izvodi hemokultura u slucaju kada je
mikrobioloska laboratorija fizicki udaljena od mesta uzorkovanja (23). Zato prilikom pripreme uputstva
za uzimanje i transport uzoraka za hemokulturu od strane osoblja laboratorije, treba razmotriti
udaljenost mesta uzorkovanja od laboratorije, brzinu i uestalost transporta uzoraka i diskrepancu u
radnim vremenima laboratorije i mesta uzorkovanja (klinicko-bolnic¢ki centar ili dr.). Postupak treba
da obezbedi da vreme od uzimanja uzorka do obrade u laboratoriji bude najkra¢e moguce (117).
Ukoliko je izvodljivo, automatizovani sistem za brzu detekciju porasta bakterija u hemokulturi moze
da bude postavljen na mestu uzorkovanja, a da se pozitivne hemokulture presejavaju na podloge i
transportuju u centralizovanu laboratoriju. U tom slu¢aju na mestu uzorkovanja bi trebalo obezbediti
minimalno osoblje obuceno da iz pozitivne hemokulture napravi i pregleda preparat obojen po Gramu
i da preseje i inkubira podloge (23). Pored navedenog, kod satelitskih sistema, pozitivne hemokulture,
kao i hemokulture u protokolu se transportuju do glavne (centralne) laboratorije (videti poglavlje 4.1.).
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Ukoliko se bocice transportuju u centralizovanu laboratoriju, inokulisane bocice za hemokulturu
treba da se drZe na sobnoj temperaturi od uzimanja uzorka, do ubacivanja bocica u aparat za hemokulture
u laboratoriji. U transportu treba spreciti temperaturne fluktuacije sto se postize koriséenjem oblozenih
torbi/nosivih frizidera. Pozeljno je da se temperatura izmeri u vise vremenskih tacki tokom transporta, radi
preciznijeg uvida u uslove transporta i notiranja minimalne i maksimalne zabelezene temperature (23).

Izvodenje hemokulture je neophodno i kriticno za postavljanje dijagnoze sistemskih infekcija
(117), pa kontrola kvaliteta treba da obuhvati postupak uzimanja materijala koji je opisan u poglavlju
3. Posto na rezultat analize klju¢no uti¢e koli¢ina uzete krvi (118), treba posebnu paZnju obratiti
na zapreminu tecnosti u boc¢icama sa inokulisanim uzorcima (23,119). Prevencija kontaminacije
mikroorganizmima sa koze je takode izuzetno znacajna. Porast kontaminanata je nekada tesko proceniti,
jer septicne epizode mogu izazvati razli¢iti mikroorganizmi, pa je priprema mesta uzorkovanja vazna,
kao i kontinuirano pracenje ucestalosti kontaminacije, o cemu ce viSe reci biti u daljem tekstu. Stopa
kontaminacije hemokultura treba da bude niza od 3% (23,117,120).

Pisana uputstva za uzimanje krvi za hemokulturu i uputstva za adekvatan transport uzoraka treba
da budu distribuirana svim korisnicima usluga laboratorije i dostupna na svim mestima uzorkovanja.

8.1.2. Procena potrebnih kapaciteta

Kapacitet laboratorije da obradi hemokulture treba da odgovara potrebama klini¢ko-bolnickih
centara koji uzorke upucuju na analizu u datu laboratoriju. Procena koliko aparata za hemokulture
je laboratoriji potrebno, treba da bude izvrSena na osnovu broja izvedenih analiza hemokultura u
ranijem periodu. Pored navedenog, treba uzeti u obzir i broj stanovnika regije, kapacitet bolnica (broj
kreveta) koje Salju uzorke i sezonske varijacije u ucestalosti sistemskih oboljenja (sepsa, pneumonija sa
bakterijemijom i dr.). Laboratorija treba da paZljivo prouci podatke o pozitivnim hemokulturama i da
proceni koliko je srednje vreme potrebno da hemokultura postane pozitivna. Na osnovu tih podataka,
u slucaju ako dode do nepredvidene popunjenosti kapaciteta, laboratorija moze da smanji vreme
inkubacije bocica, kako bi se prilagodila povec¢anoj potrebi za analizom (23).

8.1.3. Nabavke i inventar

Laboratorija treba da uspostavi sistem upravljanja zalihama koji obuhvata plan nabavki bocica za
hemokulturu (115,116). Na ovaj nacin se obezbeduje kontinuitet obavljanja usluge i sprecava da dode do
nestanka reagenasa (bocica za hemokulturu) u slu¢aju da dobavlja¢ kasni sa isporukom, ili da je doslo do
kasnjenja u proizvodniji i/ili uvozu. Dakle, laboratorija treba da razvije plan za slucaj nestasice reagenasa na
trzistu, prema kome bi obezbedila neometano pruzanje usluga korisnicima. Laboratorija treba da unapred
predvidi saradnju sa drugom laboratorijom koja bi mogla da preuzme i obezbedi eksterno pruzanje usluga
u kriznoj situaciji (115). Na taj nacin bi odrZavanje kontinuiteta rada bilo unapred isplanirano i laboratorija
bi bila pripremljena za vanredne situacije, a svi esencijalni procesi bi funkcionisali.

Ako ipak dode do nezeljenog prekida tj. nemogucnosti pruzanja usluge, neophodno je hitno
obavestiti sve korisnike usluga.

8.1.4. Validacija i verifikacija

Vecina mikrobioloskih laboratorija koristi automatizovane sisteme za brzu detekciju porasta
bakterija u hemokulturi koje imaju CE i IVDR oznaku (engl. in vitro diagnostic device regulation). Validacija
za navedene aparate se ne sprovodi u laboratoriji, jer proizvodac i regulatorna tela EU garantuju
specificirane performanse proizvoda. Medutim, svaka laboratorija mora da izvrsi verifikaciju odnosno
postupak kojim se utvrduje da je performansa aparata/dijagnostikuma u uslovima u laboratoriji u skladu
sa predvidenim specifikacijama proizvodaca. Verifikaciju je neophodno sprovesti prilikom uvodenja nove
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metode rada u laboratoriju, kao na primer, pri instaliranju novog aparata za hemokulture, ili uvodenja novog
tipa bocica za hemokulturu u upotrebu. U takvim slucajevima, moZe se uporedo pustiti u rad postojeci aparat
za hemokulture i novi aparat, ili koristiti istovremeno ranije koriséene bocice i nove bocice za hemokulturu
inokulisane istom kolicinom odredenog mikroorganizma, ¢ime bi stekli uvid da |li metode funkcionisu u
laboratoriji u skladu sa karakteristikama koje je proizvodac naveo (23). Pored navedenog, interne provere
aparata (temperatura inkubiranja bodica i dr.) i podloga za hemokulturu treba periodi¢no izvoditi sledeci
uputstvo proizvodaca. Ucesée u eksternoj proceni je poZeljno kao npr. ucesée u programima eksterne
provere kvaliteta (EQA, external quality assessment), ili medulaboratorijskim poredenjima.

8.2. Dokumenti i zapisi

Zapisi o analizi hemokulture treba da se ¢uvaju na prethodno definisanom medijumu (elektronski,
papirni ili dr.) u skladu sa procedurom za upravljanje zapisima koje laboratorija treba da uspostavi u okviru
sistema upravljanja kvalitetom. DuZina ¢uvanja treba da bude u skladu sa lokalnom zakonskom regulativom
i zahtevima standarda (115,116).

8.3. Upravljanje nezeljenim dogadajima

Vedina laboratorija koristi kompjuterske informacione sisteme koji zbog odrzavanjaili drugih razloga,
priviemeno moraju biti van funkcije. Laboratorija treba da predvidi takve situacije i da uspostavi sistem koji
omogucava da bocice za hemokulturu budu zavedene i stavljene bez odlaganja u aparat za hemokulturu
u slucaju kada laboratorijski informacioni sistem ne funkcioniSe. Isto vaZi i za izdavanje rezultata analize
hemokulture koja treba da bude promptna i da se neometano odvija u slu¢aju da laboratorijski informacioni
sistem ne radi (23).

Ako dode do nepredvidenog nestanka struje i do prekida u radu aparata za hemokulture duZe nego
Sto predvida proizvodac aparata, laboratorija treba da ima uspostavljenu proceduru za konvencionalnu
obradu hemokultura koja stupa na snagu u kriznim situacijama (23,115).

8.4. Ocenjivanje i provera
8.4.1. Unutrasnja kontrola kvaliteta

Laboratorija treba da vrsi unutrasnju procenu svih faza svog rada ukljucujuéi preanaliticku, analiticku
i postanaliticku fazu. Pored redovog kontrolisanja procesa rada, laboratorija treba da odabere i proverava
indikatore kvaliteta. Indikator kvaliteta je mera stepena do kog karakteristike metoda ispunjavaju predvidene
zahteve. Indikatori kvaliteta omogucavaju laboratoriji da proceni svoje performanse. Uspostavljanje
indikatora kvaliteta je i zahtev sistema upravljanja kvalitetom (115), a indikatori moraju biti planirani, imati
definisan cilj, metodologiju, nacin tumacenja, plan mera i duzinu praéenja (23). Odabrani indikator kvaliteta
za analizu hemokultura treba redovno pratiti radi procene uspeha implementiranih mera (Tabela 9) (23).

8.5. Procena ucestalosti kontaminiranih hemokultura

Kontaminacija hemokulture se najé¢esce definise kao izolacija mikroorganizma kontaminanta u
jednoj ili obe bocice jednog seta za hemokulturu tokom 24 h. Mikroorganizmi koji se uobicajeno smatraju
kontaminantima su bakterije koje su deo normalne mikrobiote koZe i malog su patogenog potencijala. To
su koagulaza-negativne stafilokoke, Bacillus spp., Corynebacterium spp., Cutibacterium spp., Aerococcus
spp., Micrococcus spp. i viridans grupa streptokoka (23,119,120). Do kontaminacije dolazi u slu¢aju da je krv
za hemokulturu neadekvatno uzeta (npr. kroz kateter) ili zbog neadekvatne pripreme mesta venepunkcije
(koriséenje antiseptika koji nisu preporuceni, kratko vreme izlaganja antisepticima i drugo). Imajuci u vidu
da mikroorganizmi sa koZze mogu biti uzrocnici sepse, nekada je teSko proceniti da li je nalaz ovih bakterija
znacajan ili se radi o kontaminaciji. Ako nisu uzeti dodatni setovi krvi za hemokulturu, zakljucak je cesto
nemogude izvesti.
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Tabela 9. Primeri indikatora kvaliteta za analizu hemokultura.

Aktivnost

Indikator kvaliteta

Preanaliticka faza

Procena pacijenata

% pacijenata sa sumnjom na sistemsku infekciju krvi kojima je krv za hemokulturu
uzeta u sklopu inicijalne dijagnostike i zbrinjavanja pacijenta

Odabir analize i zahtev
za analizom

% pacijenata kod kojih je adekvatan broj uzorakakrvi uzet za analizu
- Preporuceno je uzimanje 2-3 seta uzoraka krvi za hemokulturu tokom 24h
po epizodi sistemske infekcije krvi
% pacijenata kod kojih je uzet veci broj uzoraka krvi za hemokulturu nego sto je
preporuceno
- Uzimanje dodatnih setova krvi za hemokulturu je preporuceno posle 48 -
72h ako inicijalno uzeti setovi krvi za hemokulturu nisu informativni; izuzev
navedenog, uzimanje viSe uzoraka nije opravdano

Uzimanje uzoraka

% kontaminiranih hemokultura (mogu se prerac¢unati ucestalosti po odeljenjima ili
po osoblju koje vrsi uzimanje uzoraka)

- Prihvatljiv % kontaminacije je <3%; u institucijama gde se sprovode

najadekvatnije procedure uzimanja krvi, % kontaminacije je 1%

% bocica za hemokulturu u kojima je volumen krvi vedi ili manji od predvidenog,
ako je moguce, mogu se preracunati ucestalosti po odeljenjima ili po osoblju koje
vrsi uzimanje uzoraka
% setova za hemokulturu gde je uzeta samo jedna bocica za hemokulturu
% uzoraka krvi za hemokulturu uzetih neadekvatno, kroz uredaj za stalni vaskularni
pristup
% odbijenih uzoraka krvi za hemokulturu zbog gresaka pri uzimanju uzorka
(neobeleZena bocica, odsustvo ID pacijenta na bocici)

Transport uzorka

% poslatih uzoraka za hemokulturu koji nisu transportovani u skladu sa
preporukama poizvodaca

Prijem uzoraka i
obrada

% odbijenih analiza hemokulture, za koje je narucilac analize obavesten
(komunikacija je dokumentovana)

% bocica za hemokulturu koje su po prijemu u laboratoriji stajale >30 min, pre nego
Sto su stavljene u aparat za hemokulturu

Ucestalost uzimanja samo jednog seta bocica za hemokulturu od pacijenta tokom
24h

-za hospitalizovane pacijente sa sumnjom na sistemsku infekciju krvi preporuceno
je uzimanje najmanje 2 seta bocica za hemokulturu tokom 24h

Analiticka faza

Detekcija
mikroorganizama, ID,
AST, verifikacija
pouzdanosti rezultata i
interpretacija

% inkubiranih bocica u aparatu za hemokulturu koje su pozitivne

% inkubiranih bocica za koje je aparat dao lazno pozitivan signal

% bocica gde se preliminarni rezultat razlikovao od finalnog (preparat bojen po
Gramu, molekularna metoda, druga brza metoda)(121)

% bocica za koje je neophodna korekcija rezultata

Postanaliticka faza

IzvesStavanje kriti¢nih
rezultata i
preliminarno
izveStavanje

% bocica za hemokulturu kod kojih je preparat obojen po Gramu napravljen posle
> 1h od pozitivnog signala i/ili su preliminarni rezultati javljeni posle >2h

% kriti¢nih rezultata o kojima je narucilac analize obavesten za < 1 h (komunikacija
je dokumentovana)

-Kriti¢ne rezultati koji su potvrdeni u laboratoriji, treba u roku od 1h izvestiti
ordiniraju¢em lekaru, a komunikacija treba da bude detaljno dokumentovana

Radi unapredenja kvaliteta izvodenja hemokulture, laboratorija treba da ima uvid u ucestalost
kontaminacije. Unapredenje izvodenja analize hemokulture i smanjenje stope kontaminacije se postize:

1. davanjem jasnih pisanih uputstava svim korisnicima usluge,
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2. odredivanjem ucestalosti kontaminacije pazljivom procenom svih uradenih hemokultura,
3. stalnom periodi¢nom analizom ucestalosti kontaminacije, prihvatljivih limita (< 3%) i uspesnosti
korektivnih mera preduzetih da se stopa kontaminacije smanji u slu¢aju da je visoka.

Preracunavanje ucestalosti kontaminacije se vrsi deljenjem broja kontaminiranih hemokultura
sa ukupnim brojem uradenih hemokultura tokom definisanog vremenskog perioda i mnoZenjem sa 100.
Greske u preracunatoj ucestalosti ovom metodom su neminovne: neki slucajevi sistemskih infekcija se
lazno proglasavaju kontaminacijom i obrnuto, infekcijom se npr. proglasava izolacija kontaminanata
u jednom setu bocica uzetom tokom 24 h, u sluc¢aju kada nije uzeto vise uzoraka. Da bi sagledavanje
ucestalosti kontaminacije bilo sto pouzdanije, poZeljno bi bilo da ovlaséeno osoblje laboratorije ima
pristup klinickim podacima o pacijentu. Tada bi analiza pojedinacnih slucajeva omogudila realniji uvid.
Na primer, ako pacijent nije imao znake infekcije, a izolovan je kontaminant u hemokulturi, nalaz bi
mogao biti proglasen kontaminacijom, ili izolacija koagulaza-negativnog stafilokoka iz jednog seta
bocica za hemokulturu od pacijenta koji nije imao faktore rizika za nastanak sistemske infekcije (npr.
odsustvo plasiranog centralnog venskog katetera ili drugog vaskularnog pristupa). Nejasne slucajeve u
kojima ovakvu procenu nije mogude napraviti, trebalo bi iskljuciti iz analize. Rezultati dobijeni ovakvom
analizom bi bili znatno pouzdaniji.

Laboratorija bi trebalo da uspostavi proceduru obrade potencijalno kontaminiranih uzoraka
krvi za hemokulturu. U slucaju izolacije kontaminanta u samo jednoj bocici seta, antibiogram ne bi
trebalo raditi (videti poglavlje 5.1.2.) ili, ako je uraden, nije neophodno da se izvesti (122).

Kontaminaciju nije moguce potpuno sprecitii kada se sprovode najbolje procedure uzorkovanja,
stope iznose oko 1% (23,120). U slucaju da je stopa kontaminacije >3%, treba hitno sprovesti detaljniju
analizu ucestalosti kontaminacije po odeljenjima i osoblju koje vrsi venepunkciju. Po potrebi treba
organizovati dodatne obuke za osoblje, uvesti zatvorene integrisane sisteme za uzorkovanje koji
smanjuju rizik od kontaminacije, i ako je neophodno, iskljuciti radnike kod kojih su stope kontaminiranih
hemokultura konstantno visoke (123).

8.6. lzvestaj o rezultatima

IzvesStaj o rezultatu hemokulture je hitan rezultat koji zahteva promptno obavestavanje
ordinirajuceg lekara i dokumentovanje da je komunikacija obavljena (115,116). Ako je neophodno
napraviti korekciju u izveStaju o rezultatima koja utiCe na lecenje pacijenta, takve slucajeve Sef
laboratorije treba svakodnevno da pregleda i razmatra razloge neusaglasenosti. Svi korigovani izvestaji
o rezultatima treba periodi¢no da se analiziraju kao deo redovnih internih provera i kontrole kvaliteta,
a dobijeni rezultati treba da budu saopsteni ordiniraju¢im lekarima (korisnicima usluga) u cilju
sagledavanja mogucnosti za poboljsanje.

8.7. Posebna razmatranja
8.7.1. Prac¢enje uzorkovanog volumena krvi

PoZeljno je da laboratorija implementira specifi¢an sistem kvaliteta koji ¢e za cilj imati pracenje
statistike i trenda uzorkovanog volumena krvi (videti poglavlje 3.2.1.) po odeljenjima, i ako je moguce
Cak i po osobi koja je uzorkovala. Na trzistu ve¢ postoje moderna softverska resenja koja su integrisana
u aparate za hemokulture i laboratorijski informacioni sistem, ¢ineéi zajednicki sistem koji objedinjuje
dijagnostiku, statistiku i epidemioloski aspekt ove pretrage i prozima sve tri dijagnosticke faze detaljno
obradene u ovom vodicu.

Ovakva statisticka obrada podataka omogucava dublje uvide u stanje kvaliteta, zatim
omogudéava da se organizuju ciljane dodatne edukacije kako bi se “povratnom petljom” osiguralo
kontinuirano poboljsanje. Isti podaci se mogu revidirati svaka tri meseca (ili barem svakih Sest meseci),
te se rezultati trenutnog stanja i relevantni zakljucci mogu poslati svim bolnickim odeljenjima tako
da odgovorne osobe za kvalitet na svakom odeljenju i instituciji mogu objektivno pratiti napredak i
dodatno intervenisati specificnim treninzima ako je potrebno.
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Ovakav nacin pracenja volumena kao glavnog parametra kvaliteta u mikrobioloskoj laboratoriji
i saradnickim bolnicama/bolnickim odeljenjima predstavlja “zlatni dijagnosti¢ki standard kvaliteta” koji
dugorocno osigurava najbolje ishode leenja za pacijente, te ostvaruje punu interdisciplinarnu sinergiju
klinicke mikrobiologije i saradnickih grana medicine.

8.7.2. Vremenske norme
Standardno vreme obrade (engl. turnaround time, TAT) u svi fazama mikrobioloske dijagnostike

infekcija krvi je definisano i preporuka je da ne bi smelo da se prekoraci (Shema 1) (videti poglavlje 3.)
(23,124).

Vreme od prijema do
stavljanja u aparat

Vreme od dobijanja

Vreme detekcije (TTD!
je (TTD) rezultata do izvestavanja

Vreme od pozitivnog Vreme od vadenja iz
Vreme transporta \‘

signala do vadenja iz aparata do Gram
'[

aparata preparata, ID, AST
Vreme od pozitivnog signala do ID i AST

r'N

—Y

Vreme od stavljanja do
pozitivnog signala

Vreme od uzorkovanja do stavljanja u aparat Vreme do izvestavanja

N Vreme pozitivnosti (TTP) "

Laboratorijsko vreme obrade (LTAT)

Shema 1. Vreme obrade hemokultura. Vreme obrade (TAT)

Na temelju ovih vremena, definiSe se target i svaki radni dan se zapisuju vremenaili laboratorijski
informacioni sistem (LIS) meri vreme za sve. Na taj nacin kada se napravi mesecni ili kvartalni izvestaj,
moze se videti u kojem se delu puta uzorka i mikrobioloske analize skriva neefikasnost i nepotrebno
gubi dragoceno vreme, i u skladu sa tim dalje se sprovode korektivne mere (124).

8.7.3. Pracenje LOT brojeva i roka trajanja bocica za hemokulturu
PoZeljno je da laboratorija vodi evidenciju LOT brojeva i roka trajanja bocica za hemokulturu po

pacijentu, tako da moZe garantovati da nije koriS¢ena bocica za hemokulturu sa isteklim rokom trajanja
u dijagnostici (124).
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