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POPIS KRATICA

SIRS - systemic inflammatory response syndrome - sindrom sustavnog upalnog odgovora
SOFA - sequential (sepsis-related) organ failure assessment - procjena organskog zatajenja
induciranog sepsom

JIL - jedinica intenzivnog lijecenja

EARS — Net - European Antimicrobial Resistance Surveillance Network — Europska mreza za
nadzor antimikrobne rezistencije

EU - Europska unija

EEA - European Economic Area - Europski gospodarski prostor

AMR - antimikrobna rezistencija

ESBL - extended-spectrum beta-lactamase - beta-laktamaza prosirenog spektra

CPE - carbapenemase-producing Enterobacteriaceae - karbapenemaza-producirajuce
enterobakterije

VAP - ventilator-associated pneumonia - pneumonija povezana s mehanickom ventilacijom
CVK - centralni venski kateter

PCV - pneumococcal conjugate vaccine - pneumokokno konjugirano cjepivo

IPB - invazivna pneumokokna bolest

MRSA - methicillin-resistant Staphylococcus aureus - Staphylococcus aureus rezistentan na meticilin
VRE - vankomicin - rezistentni enterokoki

ACP - American College of Physicians - Americki lije¢nicki zbor

CFU - colony forming units - jedinice koje tvore kolonije

CLSI - Clinical and Laboratory Standards Institute - institut za klinicke i laboratorijske standarde
IDSA - Infectious Diseases Society of America - Americ¢ko drustvo za infektivne bolesti

PCR - polymerase chain reaction - lancana reakcija polimerazom

GC - genome copies - kopija genoma

EUCAST - European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing - Europski odbor za

testiranje antimikrobne osjetljivosti



SAZETAK

Uzro¢nici, uzorci i interpretacija bakteriemije

Gabrijela Perse

Opéenito govoreéi, sufiks ,,-emija* (od starogrékog aiua, haima, "krv'") (1) odnosi se na prisutnost
tvari u krvozilnom sustavu. Tako pojam bakteriemija oznacava prisutnost bakterija u krvi. Ako je
prisutnost praéena umnazanjem bakterija u krvotoku, naziva se septikemija. Upalni odgovor ljudskog
organizma na bakteriemiju rezultira sepsom koju obiljezava prisutnost klini¢kih znakova i simptoma
koji mogu progredirati u septi¢ki Sok. Sepsa je jedan od vodec¢ih uzroka smrtnosti diljem svijeta.
Bakteriemija je stoga potencijalno po Zivot opasno stanje koje nosi sa sobom znatan pobol i rizik od
smrti. Ne iznenaduje stoga Cinjenica da brza i to¢na identifikacija uzro¢nika bakteriemije i njegove
antimikrobne rezistencije predstavlja poseban interes za kliniare. Razli¢iti mikroorganizmi su
sposobni uzrokovati bakteriemiju, ali njihova ucestalost i distribucija ovisi o ¢imbenicima kao $to je
razli¢ita zemljopisna lokacija. Praéenje i poznavanje najée$c¢ih uzro¢nika bakteriemije i njihove
rezistencije na antibiotike u svakoj pojedinoj regiji moze pomo¢i u odabiru najucinkovitije empirijske
terapije za pacijente s bakteriemijom. S druge strane, odabir ciljane antimikrobne terapije za lijeCenje
bakteriemije zahtijeva mikrobiolo§ku obradu. Uzimanje krvi za hemokulturu nakon koje slijedi izrada
antibiograma jo$ uvijek se smatra zlatnim standardom za odredivanje etiologije bakteriemije i njene
terapije. Ovaj pregledni rad ¢e se usredoto¢iti na klini¢ku vaznost konvencionalnih tehnika
hemokulture te dijagnosticke strategije za otkrivanje bakteremije, ukljucujuci i pregled novih
molekularnih metoda i pristupa. S obzirom na vaznost koju imaju u dijagnostici bakteriemije, vazno je

razumjeti nacela, tehnic¢ke zahtjeve i ograni¢enja ovih metoda.

kljuéne rijeci: bakteriemija, sepsa, antimikrobna rezistencija, hemokultura, antibiogram



SUMMARY

Causative agents, samples and interpretation of bacteremia

Gabrijela Perse

Generally speaking, the suffix "-emia" (from ancient Greek aiua, haim, "blood") (1) refers to the
presence of different substances in the bloodstream. Thus, the term bacteremia represents the presence
of bacteria in the blood. If the presence is accompanied by bacterial multiplication in the bloodstream,
it is called septicemia. The inflammatory response of the human organism to bacteremia results in
sepsis, a condition characterized by the presence of clinical signs and symptoms that may progress to
septic shock. Sepsis is one of the leading causes of death worldwide. Bacteremia is therefore a
potentially life-threatening condition that carries with it a considerable morbidity and the risk of death.
It comes as no surprise that the rapid and accurate identification of causative agents and their
antimicrobial resistance is of particular interest to clinicians. Different microorganisms are capable of
causing bacteremia, but their frequency and distribution depends on factors such as different
geographic location. Monitoring and being informed about the most common causative agents and
their antimicrobial resistance in each region can help in selecting the most effective empirical therapy
for patients with bacteremia. On the other hand, selection of targeted antimicrobial therapy for the
treatment of bacteremia requires microbiological processing. Blood culture processing followed by
antibiogram making is still a method of choice for determining the etiology of bacteremia and its
therapy. This review will focus on the clinical importance of blood cultures; diagnostic strategies for
the detection of bacteremia, including a review of new molecular methods and approaches.
Considering the importance of these methods in diagnosis of bacteremia, it is important to understand

their principles, technical requirements and limitations.

key words: bacteremia, sepsis, antimicrobial resistance, blood cultures, antibiogram



1. UVOD

Bakteriemija, sepsa i njihove posljedice predstavljaju velik javnozdravstveni problem. Sepsa je jedan
od vode¢ih uzroka smrti diljem svijeta, a pacijenti koji i uspiju preZivjeti septi¢nu epizodu Cesto imaju
dugotrajne tjelesne, psiholoske i kognitivne poteskoée. Za uspjesnu borbu protiv bakteriemije i njenih
posljedica klju¢na je u¢inkovita antibiotska terapija. Odluku o odabiru najprikladnije empirijske
terapije donosi klinicar, a ona se temelji na poznavanju ucestalosti odredenih infektivnih procesa,
njihovih uzro¢nika te stanja lokalne antimikrobne rezistencije. S druge strane, odluka o ciljanoj
antibiotskoj terapiji temelji se na mikrobioloskoj identifikaciji etioloSkog patogena, §to je najvazniji
zadatak klinicke mikrobiologije. Najtrazenija pretraga u kliniCkom mikrobioloskom laboratoriju je
hemokultura. Postupak zapoc¢inje prikupljanjem uzoraka krvi, primjenjujuci tehniku kojom se nastoji
sprijeciti kontaminacija uzoraka i povecati osjetljivost pretrage. To podrazumijeva pravilnu
dezinfekciju koZe i prikladno rukovanje uzorcima, prikupljanje adekvatnog broja uzoraka i, §to je
najvaznije, adekvatne koli¢ine krvi. Hemokulture se zatim inkubiraju u razli¢itim hranilistima, a rast
mikroorganizama se prati pomoc¢u automatiziranih uredaja. Mikroorganizmi se identificiraju Gram
bojenjem i biokemijskim testovima nakon ¢ega slijedi i izrada antibiograma koji daje nezamjenjive
podatke o antimikrobnoj rezistenciji patogena. Uzimanje hemokulture nakon koje slijedi izrada
antibiograma jo$ uvijek se smatra zlatnim standardom za odredivanje etiologije bakteriemije i njene
terapije. Medutim, danasnji tehnoloski napredak doveo je do sve vece primjene molekularnih metoda
koje upotpunjuju konvencionalne hemokulture, a prednost im je velika brzina i osjetljivost. Bez obzira
na to primjenjuje li se konvencionalna ili molekularna tehnika za izolaciju patogena, potrebno je
veliko znanje, iskustvo i bliska suradnja izmedu laboratorija i klinicara kako bi se dobiveni

laboratorijski nalaz mogao ispravno interpretirati u kontekstu pacijentove klinicke slike.



2. BAKTERIEMIJA, SEPSA I SEPTICKI SOK

2.1. Definicije i kriteriji

Bakteriemija je prisutnost zivih mikroorganizama — bakterija u krvotoku. Krv je primarno sterilna
tjelesna tekucina, stoga je dokaz bakterija u krvi uvijek patoloski nalaz. Za razliku od pojma
bakteriemija koja jednostavno identificira prisutnost bakterija u krvi, sepsa oznacava sindrom
sustavnog upalnog odgovora (SIRS) koji je, u sluéaju bakteriemije, prouzrocen infekcijom koja moze,
ali ne mora biti dokazana (2). SIRS je odgovor ljudskog organizma na razli¢ite teSke nokse, a definira

se prisutnosc¢u 2 ili vise sljedecih kriterija:

- tjelesna temperatura >38 °C ili <36 °C,

- srcana frekvencija >90/min,

- frekvencija disanja >20/min ili PaCO;< 4,27 kPa

- broj leukocita > 12 x 10%L ili <4 x 10%L ili prisutnostr nezrelih oblika leukocita >10% (3).

U veljac¢i 2016.godine objavljeni su rezultati tre¢e konsenzus konferencije na kojoj je izvrSena revizija
postojec¢ih definicija i klinickih kriterija sepse, teske sepse i septickog Soka. Prema radnoj skupini
stru¢njaka koji su radili na dotiénom konsenzusu, SIRS kriteriji koji su trenutno u uporabi za potvrdu
dijagnoze sepse nisu od pomo¢i jer mogu biti prisutni i u mnogih hospitaliziranih pacijenata koji nikad
ne razviju infekciju (slaba diskriminiraju¢a vrijednost) (4). Tako SIRS mogu uzrokovati razliita
stanja, kao §to su teSka trauma, kirurski zahvati i/ili njihove komplikacije, adrenalna insuficijencija,
pluéna embolija, akutni pankreatitis, infarkt miokarda, anafilaksija, opekline i mnogi drugi (5).
S druge strane, mnogi pacijenti primljeni u bolnicu sa sumnjom na sepsu i novonastalo zatajenje
organa ne zadovoljavaju minimum od 2 SIRS kriterija za dijagnozu sepse, a ipak su imali dugotrajne
epizode sa znacajnom stopom morbiditeta i smrtnosti (6). Primjerice, nemaju svi bolesnici poviSenu

temperaturu; novorodencad, stariji bolesnici, imunodeficijentni bolesnici, kao i oni na



imunomoduliraju¢oj terapiji (kortikosteroidi, citostatici, monoklonska protutijela i slicno) ne mogu
uspostaviti odgovarajuci febrilni odgovor na infekciju. Dakle, budu¢i da SIRS kriteriji nisu pokazali
zadovoljavajucu osjetljivost niti specificnost za dijagnozu sepse, nove definicije i kriteriji bili su
prijeko potrebni. Prema novim preporukama, sepsa se definira kao zivotno ugrozavajuca disfunkcija
organa uzrokovana nereguliranim odgovorom domacina na infekciju (7). Organska disfunkcija moze
se definirati kao promjena u ukupnom zbroju vrijednosti pojedinih parametara tzv. SOFA
vrijednosnog sustava (tablica 1) za > 2 u prisutnosti infekcije (7). Postoje i modificirani qSOFA

kriteriji (engl. Quick SOFA) za brzu procjenu i prognozu pacijenata sa sumnjom na infekciju.

gqSOFA kriteriji ukljucuju barem 2 od navedena 3 kriterija:

- promjena stanja svijesti (GCS < 13),

- sistolicki krvi tlak < 100 mm Hg

- frekvencija disanja > 22/min (7).

Budu¢i da nova definicija sepse danas podrazumijeva ono §to se neko¢ smatralo teSkom sepsom, radna
skupina je zakljucila da je pojam 'teSka sepsa' postao suviSan (7). Septi¢ki Sok se definira kao
perzistiraju¢a hipotenzija prouzrofena sepsom koja zahtijeva inotropnu potporu za odrzavanje
srednjeg arterijskog tlaka > 65mmHg u kombinaciji s razinom laktata u serumu > 2 mmol / L (18 mg /

dL) unato¢ adekvatnoj nadoknadi volumena tekué¢inom (7).



Tablica 1. SOFA bodovanje?

Bodovi
Sustav 0 1 2 3 4
disni <200 (26.7) s <100 (13.3) s
Pa0,/FIO2, mm >400 (53.3) <400 (53.3) <300 (40) respiratornom respiratornom
Hg (kPa) potporom potporom
hematoloski
trombociti, >150 <150 <100 <50 <20
x103/uL
jetreni
bilirubin u <1.2 (20) 12-19 (20 | 20-59 (33 6.0-11.9 > 12 (204)
serumu, mg/dL -32) —101) (102 — 204)
(umol/L)
kardioloski dopamin <5 dopamin 5.1 — dopamin >15
srednji arterijski (ng/kg/min) ili 15 (ng/ (ng/ kg/min) ili
tlak (mm Hg) dobutamin (bilo kag/min) ili epinefrin >0.1
>70 <70 koja doza) epinefrin <0.1 (ng/ kg/min) ili
(ng/ kg/min) ili norepinefrin
norepinefrin >0.1(ng/
<0.1 (ng/ kg/min)
kg/min)
neuroloski
Glasgow Coma 15 13-14 10-12 6-9 <6
Score
bubrezni
kreatinin,
mg/dL, (umol/L) <1.2 (110) 12-19 (110 | 20-34 (171 | 35-4.9 (300 | >5.0(440)ili
ili diureza -170) —299) —440) ili <500 <200
(mL/dan)

prilagodeno prema Vincent i sur.(9)




2.2. Klinic¢ki tipovi bakteriemije

Postoji nekoliko podjela bakteriemije. Prema duljini trajanja bakteriemijske epizode, razlikujemo
tranzitorne (prolazne), intermitentne (povremene) i perzistentne (kontinuirane) bakteriemije (8).
mikroorganizmi, u vecini slucajeva pripadnici fizioloske flore, dospiju u krv tijekom nehoti¢ne traume
koja ukljucuje kontaminirane ili kolonizirane mukozne membrane kao, primjerice, tijekom silovitog
pranja zubi, naprezanja tijekom defekacije ili tijekom medicinskih postupaka ( npr. dentalni zahvati,
cistoskopija i gastrointestinalna endoskopija) (8). Intermitentna bakteriemija dogada se kao
komplikacija infekcije, kada se bakterije s inficiranog sijela periodi¢ki otpustaju u krv (8). Izvor
infekcije moze biti bilo koja lokalizirana upala. Ipak, najces¢e se javlja kod intraabdominalnih
apscesa, celulitisa te nedreniranih upala zatvorenih tjelesnih prostora poput empijema, peritonitisa ili
septickog artritisa. Kontinuirana bakteriemija oznacCava prisutnost infektivnog ZariSta unutar
vaskularnog sustava (infektivni endokarditis, supurativni tromboflebitis i slicno). Ona takoder moze
nastati diseminacijom bakterija iz lokaliziranog Zarista, ali najce$ce nastaje izravnim ulazom patogena
u krvotok putem stranog materijala, primjerice kontaminiranog pribora u intravenskih korisnika droge.
Unato¢ najboljim naporima klinicara, izvor bakteremije ostaje nepoznat u ¢ak trecine slucajeva (8,10).
Takve sluCajeve onda definiramo kao primarnu bakteriemiju. S druge strane, kada postoji uocljivo
zari$te infekcije u nekom tkivu ili organskom sustavu, govorimo o sekundarnoj bakteriemiji. Primarno
ili sekundarno nastala bakteriemija moze dovesti do diseminacije infekcije putem krvi do udaljenih
organa i ondje stvoriti novo infektivno Zariste. Tada govorimo o 'metastatskoj infekciji' (8). Jo§ jedna
podjela bakteriemije na bolnicku (engl. hospital - acquired) i izvanbolni¢ku (engl. community-
acquired) bakteriemiju ovisi o okolini u kojoj se pojedinac zarazio. Bolni¢ka bakteriemija definira se
kao ona koja se pojavi 48 sati nakon hospitalizacije pacijenta u kojega prilikom prijema nije bilo
znakova infekcije (11). Ovo je bitno jer raspodjela uzro¢nika varira izmedu bolnickih i izvanbolnic¢kih

infekcija, kao i izmedu razli¢itih klini¢kih specijalnosti (12).



2.3. Cimbenici rizika za razvoj bakteriemije

lako je poznato da gotovo sve lokalizirane infekcije mogu diseminirati u krvotok, vjerojatnost
bakteriemije nije ista za sve infektivne procese. Stanja u kojima se ne o¢ekuje prisutnost bakteriemije
ukljucuju blage infekcije gornjih disnih puteva, donjeg dijela mokra¢nog sustava i pacijente s
izvanbolni¢kom pneumonijom. Bakteriemija je srednje vjerojatna u bolesnika s uroloskim bolestima, i
to prvenstveno onih s akutnim pijelonefritisom. Vjerojatnost bakteriemije vrlo je visoka u bolesnika sa
sepsom, septickim Sokom ili akutnim bakterijskim meningitisom (13). Cimbenici koji predisponiraju
razvoju bakteriemije i njenih komplikacija uklju¢uju dob, komorbiditete, imunosupresivna stanja,
terapijske zahvate i klinicki odjel na kojem se bolesnik lije¢i. Popis bolesti s kojima je povezan
povecan rizik od bakteriemije poprili¢no je dugacak, a ukljuCuje hematoloske i nehematoloske
malignome, metaboli¢ke bolesti, zatajenje bubrega koje zahtijeva dijalizu, cirozu jetre, sindrome
imunodeficijencije te stanja povezana s gubitkom normalnih koznih barijera poput ozbiljnih opeklina i
dekubitusa (10). Terapijske mjere koje nose opasnost od bakteriemije ukljuuju prisutnost stranih
materijala poput intravaskularnih katetera te sve vrste kirurskih i endoskopskih zahvata, posebno
probavnog i mokraénog trakta. Jedinice intenzivnog lijeenja (JIL) na prvom su mjestu prema
incidenciji bolni¢ke bakteriemije (51% sluéajeva) (14, 15), a razlog vjerojatno leZi u ucestaloj i
dugoro¢noj primjeni centralnih i perifernih venskih pristupa za primjenu terapije i parenteralne
prehrane. Nakon JIL-a prema rangu slijedi odjel interne medicine (38%), kirurski odjeli (20%) i odjel

pedijatrije (13.5%) (14,15).



3. UZROCNICI BAKTERIEMIJE

Europske studije ukazuju na to da od svih bakterija koje uzrokuju bakteriemiju, 44-48% su Gram-
negativni, a 44-49% Gram-pozitivni mikroorganizmi (12,16). Uloga Gram-negativnih bakterija u
etiologiji bakteriemije je u porastu, osobito u bolni¢kim infekcijama. Empirijska antimikrobna terapija
cesto nije zadovoljavajuca zbog sve ucestalije bakterijske rezistencije. Prema godiSnjem izvjeS¢u
europske mreze za nadzor antimikrobne rezistencije (EARS-Net), sedam mikroorganizama i njihova
rastuc¢a antimikrobna rezistencija predstavlja veliki znacaj za zdravstvo u Europi (17). To su sljedece
bakterije: Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter spp.,
Streptococcus pneumoniae, Staphylococcus aureus i Enterococci. Doti¢no izvjesée prikazuje analizu
podataka o antimikrobnoj rezistenciji invazivnih izolata (iz krvi i cerebrospinalne tekucine) koje je
prikupilo i podnijelo 30 zemalja EU / EEA, a podaci se odnose na 2015.

Antimikrobna rezistencija (AMR) je sposobnost mikroorganizma da se odupre djelovanju jednog ili
vi$e antimikrobnih lijekova (17). AMR ovisi o vrsti bakterije, mehanizmu djelovanja antibiotika i
geografskoj regiji. Primjerice, manji postotak rezistencije prijavile su zemlje na sjeveru, a veci
postotak zemlje na jugu i istoku Europe (17). Iz toga jasno proizlazi da na rezistenciju
mikroorganizama utjece i ljudski faktor. On se ocituje u razli¢itoj praksi propisivanja antibiotika te
razlicitih nacionalnih smjernica za prevenciju i kontrolu infekcije.

Razvoj AMR dogada se spontano, selektivnom mutacijom u kromosomu bakterije i/ili horizontalnim
prijenosom genetickog materijala putem plazmida. Bakterija moze posjedovati nekoliko razli¢itih
mehanizama rezistencije. Osnovni uzroci Sirenja AMR su prekomjerno nekriti¢no propisivanje
antibiotika, nedosljedno provodenje terapije te prijenos rezistentnih mikroorganizama izmedu ljudi;
izmedu zivotinja; izmedu ljudi, Zivotinja i okoli$a (17). Osim toga, danasnja prometna povezanost i
velika mobilnost ljudi takoder ide u prilog Sirenju rezistentnih bakterija. Prema Townsu i sur., ¢ak 20-
30% septic¢nih bolesnika prima neprimjerenu empirijsku terapiju (18). Za invazivne bakterijske
infekcije, brzo i u¢inkovito lijeCenje antibioticima najvazniji je ¢imbenik za smanjenje rizika od loSeg

ishoda.



3.1. Escherichia coli

Escherichia coli je gram-negativna Stapicasta bakterija koja pripada velikoj, raznolikoj porodici
Enterobacteriaceae. Dio je raznovrsne fizioloSke mikroflore probavnog sustava covjeka, ali i ucestali
uzro¢nik bakterijskih infekcija: infekcija urinarnog trakta, bakteriemija, putnickih dijareja i
neonatalnog meningitisa (19). Prema sluzbenim podacima, E.coli je najceséi uzrok bakteriemije i
infekcija mokraénog sustava u Europi (17).

Rezistencija E.coli na beta-laktamske antibiotike uglavnom je posljedica proizvodnje enzima beta-
laktamaze prosirenog spektra (ESBL) koji se prenosi plazmidnim genima. Najvec¢i postotak
rezistencije postoji za aminopeniciline (57.2%), a zatim fluorokinolone (22,8%) (17).

To dovodi do povecane primjene karbapenema u borbi protiv E.coli $to potice selekciju
karbapenemaza-producirajucih enterobakterija (CPE). Karbapenemaze su skupina enzima koji mogu
hidrolizirati ve¢inu beta-laktama, ukljucujuéi karbapeneme. Srecom, rezistencija na karbapeneme u E.

coli je trenutno rijetkost u Europi, <0,1% prijavljenih rezistentnih izolata u ve¢ini zemalja (20).

3.2 Klebsiella pneumoniae

Klebsiella pneumoniae, jos jedna bakterija iz porodice Enterobacteriaceae, pretezito kolonizira
hospitalizirane pojedince te uzrokuje bolnicke infekcije. Infekcije najéesce zahvac¢aju mokraéni sustav,
donji respiratorni sustav i krvotok. Za razliku od E. coli, K. pneumoniae ima kromosomski kodirane
beta-laktamaze i stoga je intrizi¢ki rezistentna na aminopenicilin (17). Rezistencija na karbapeneme
koja je u stalnom porastu, naro¢ito je visoka u K. pneumoniae. Najvece stope zabiljezene su u
mediteranskim i balkanskim zemljama, a tri zemlje s najve¢im udjelom su Grcka, Italija i Rumunjska
(61.9 %, 33.5% i 24.7 %) (17). Infekcije koje uzrokuje Klebsiella uzrok su visokih troskova u

zdravstvu, prolongiranog boravka u bolnici i neuspjeha lijecenja.



3.3. Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa je nefermentiraju¢a gram-negativna bakterija. Oportunisticki je patogen pa
su na njega slabije otporni bolesnici s oste¢enjem imunoloskog sustava. Infekcije koje najcesce izaziva
su upale pluca, ukljucujuci pneumonije povezane s mehani¢kom ventilacijom (VAP), bakteriemije te
infekcije mokraénog sustava (17). Ubikvitarnost Pseudomonasa u bolnicama i drugim zdravstvenim
ustanovama je tesko kontrolirati jer je intrizicki neosjetljiv na mnoge dezinficijense i antimikrobne
spojeve. Uocen je trend smanjenja rezistencije na fluorokinolone i aminoglikozide kao i povecanje

rezistencije na kombinaciju piperacilin/tazobaktam u P. Aeruginosa tijekom 2015.godine (17).

3.4. Acinetobacter spp.

Rod Acinetobacter sastoji se od velikog broja vrsta. To su pretezito gram-negativni, strogo aerobni,
oportunisticki patogeni. To¢na identifikacija izolata Acinetobactera na razinu vrste nije nimalo
jednostavna i predstavlja pravi izazov za mikrobiologe. Klinicki najvazniji predstavnici roda su vrste
koje pripadaju skupini A.baumanii, a to su A. baumannii, A. pittii i A. nosocomialis (17). A. baumannii
skupina uzro¢nika gotovo isljucivo uzrokuje infekcije u hospitaliziranih ljudi i to bolnicke pneumonije
(osobito VAP), CVK bakteriemije, infekcije mokra¢nog sustava, infekcije kirurskih i drugih rana.
Skupina A. baumannii ima nisku patogenost i mali potencijal za invaziju u imunokompetentnih osoba.
Zbog toga infekcije ovom bakterijom pogadaju kroni¢ne bolesnike i one oslabljenog imuniteta. Dugo
prezivljava u suhom okolisu te se lako Siri po bolnickim odjelima, posebice u jedinicama intenzivnog
lijecenja. Rizici za stjecanje visestruke rezistencije na lijekove A. baumannii skupine ukljucuju sve
radnje koje se poduzimaju u svrhu terapije i potpore pacijenata. To su produljena mehanicka
ventilaciju, dugotrajna hospitalizacija, ucestale i invazivne intervencije te primjena antibiotika Sirokog
spektra, posebno tre¢e generacije cefalosporina, fluorokinolona i karbapenema (17).

Rezistencija na karbapeneme ucestala je u Acinetobacter spp. i u veéini slu¢ajeva kombinirana s
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rezistencijom na fluorokinolone i aminoglikozide (17). Istrazivanja pokazuju da karbapenem-

rezistentni Acinetobacter spp. vise diseminiran po Europi nego CPE (21).

3.5. Streptococcus pneumoniae

Streptococcus pneumoniae, gram-pozitivan diplokok, najucestaliji je uzro¢nik upale pluca, ali
uzrokuje i niz drugih klini¢kih entiteta poput sinusitisa, upale srednjeg uha, meningitisa i bakteriemije.
Pneumokokne infekcije zahvacaju ljude svih Zivotnih dobi,ali najvisa je incidencija u dojencadi i male
djece te starijih osoba. Osim dobi, stanja koja predisponiraju nastanku invazivne pneumokokne bolesti
su splenektomija, srpasta anemija, kroni¢ne bolesti srca i pluca te stanja prirodene ili stecene
nemogucénosti stvaranja protutijela (agamaglobulinemija, hipogamaglubulinemija) i mnoge druge (19).
Najvazniji ¢cimbenik patogenosti i invazivnosti pneumokoka je polisaharidna kapsula koja Stiti
bakteriju od fagocitoze. Poznato je vise od 90 razli¢itih kapsularnih serotipova, koji se razlikuju prema
virulenciji, prevalenciji i rezistenciji na lijekove (17). Veéina pneumokoknih bakteriemija u odraslih
osoba nastaje u tijeku pneumonije, ali se smatra da se to dogada u samo 25% slucajeva pneumonije
(19). Pneumokok pokazuje rezistenciju na penicilin koja u Europi iznosi 10 do 25%, a u Hrvatskoj oko
30%, $to je malo iznad europskog prosjeka (19). Vecina drzava ¢lanica EU / EEA provodi rutinsko
cijepljenje za djecu polivalentnim pneumokoknim konjugiranim cjepivom (PCV) te u nekim
slu¢ajevima i imunizaciju polisaharidnim cjepivom za odrasle visokorizi¢ne skupine, kao §to su starije
osobe i imunokompromitirani (22). Najvise stope invazivne pneumokokne bolesti (IPB) dogadaju se
upravo medu djecom do dvije godine starosti i medu starijima od 65 godina. Ovaj podatak je

jedinstven znanstveni dokaz da ove dobne skupine treba ukljuciti u rutinski program cijepljenja.
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3.6. Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus je $iroko rasprostranjena gram-pozitivna bakterija koja ¢esto prolazno ili trajno
kolonizira kozu zdravih ljudi. S. aureus je stoga oportunisti¢ki patogen koji moze uzrokovati raznolike
klini¢ke slike, od benignih infekcija koze do bakteriemije sa septi¢kim ishodom. Stafilokokne
bakteriemije i danas su tezak problem zbog sve veéeg broja invazivnih pretraga i operativnih zahvata,
posebno onih pri kojima se implantiraju strani materijali u ljudski organizam. Staphylococcus aureus
rezistentan na meticilin (MRSA) oduvijek je bio glavni bolni¢ki patogen, premda se danas biljezi trend
pada rezistencije (17). Neovisno o bolnickom soju, javljaju se i izvanbolnicki MRSA sojevi u mnogim
dijelovima svijeta, ukljuc¢ujuéi i Europu. Velika incidencija MRSA-e pridonosi produzenom boravku
u bolnici i ve¢oj smrtnosti zbog odgodenog pocetka prikladne terapije. S. aureus stjece rezistenciju na
meticilin i sve ostale beta-laktame eksprimiranjem mecA gena, koji se nalazi na kromosomu. Noviji
mec gen, mecC (prethodno zvan mecALGA251), opisan je 2010.godine (17). Rezistencija MRSA- e
na trimetoprim-sulfametoksazol i ostale lijekove djelotvorne protiv MRSA infekcija (glikopeptide,

oksazolidinone, daptomicin, tigeciklin) i dalje je rijetkost (17).

3.7 Enterococci

Enterokoki se smatraju bezopasnim komenzalima gastrointestinalnog sustava. Oni svojim
kompetitivnim u¢inkom §tite Covjeka od naseljavanja patogenih crijevnih mikroorganizama. No kada
je zajednicki odnos s domacéinom poremeéen, kao na primjer kod traume ili oste¢enja imunoloskog
sustava, a ti mikroorganizmi udu u primarno sterilne prostore (trbusna Supljina ili krv), mogu
uzrokovati veoma teske infekcije, ukljucujuéi endokarditis, bakteriemiju, peritonitis i
intraabdominalne apscese. Veliku veéinu klini¢kih enterokoknih infekcija u ljudi uzrokuju E. faecalis i
E. faecium (17). Enterokoki pokazuju znacajnu rezistenciju na glikopeptide, posebice vankomicin.
Dva su genotipa klinicki vazna: vanA, s visokom razinom rezistencije na vankomicin i teikoplanin; i
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vanB, s varijabilnom rezistencijom samo na vankomicin. Najznac¢ajniji vankomicin-rezistentni

enterokoki (VRE) su upravo E. faecalis i E. Faecium.

4. KONVENCIONALNE METODE DETEKCIJE BAKTERIJA U KRVI

Dokaz i identifikacija uzro¢nika bakteriemije jedna je od najvaznijih djelatnosti klinickog
mikrobioloskog laboratorija, a hemokultura se smatra zlatnim standardom za dijagnozu infekcija krvi.
Tek nesto vise od tre¢ine pacijenata sa sepsom ima pozitivne hemokulture (18). Niska stopa pozitivnih
hemokultura moze biti posljedica nedovoljne osjetljivosti dijagnosticke metode ili je posljedica
fiziologije samog infektivnog procesa (lokaliziranost infekcije). Osjetljivost hemokulture ovisi o
prikupljanju odgovarajuéih uzoraka krvi koji ovise o pravilnoj dezinfekciji koze, prikupljanju

adekvatnog broja uzoraka i dovoljne koli¢ine krvi te pravilnom rukovanju s uzorcima.

4.1. Uzorci za hemokulturu

Uzorak za hemokulturu je venska krv. Uzimanje i pretraga uzoraka krvi iz arterije nece povecati stopu
izolacije mikroorganizama iz krvi (24, 25). Prema smjernicama americkog lije¢nickog zbora nije
preporucljivo uzimati uzorak krvi iz intravenskog katetera jer tako dobiveni uzorci pokazuju povecanu

ucestalost kontaminacije i lazno pozitivnih rezultata (24).
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4.1.1. Vrijeme uzorkovanja

Uzorci krvi za hemokulturu uzimaju se kada je to klinicki opravdano te postoji izri¢ita sumnja na
invazivan proces. Stanja u kojima su hemokulture posebno vazne ukljucuju dokazanu ili
pretpostavljenu sepsu, meningitis, osteomijelitis, artritis, endokarditis, peritonitis, upalu pluéa i
vrucicu nepoznatog podrijetla (25). Preporuca se uzimanje uzorka krvi za hemokulturu neposredno
nakon porasta tjelesne temperature i pojave simptoma zimice i tresavice, iako je prema recentnim
studijama dokazano da vruc¢ica u vrijeme prikupljanja hemokulture nije specifi¢na za bakteriemiju. U
retrospektivnoj studiji Riedela i suradnika u vise od 1.400 bolesnika s bakteriemijom, dokazano je da
prikupljanja hemokultura za vrijeme porasta temperature ne povec¢ava stopu pozitivnih hemokultura
(26). Stoga se preporuca da uzimanje visebrojnih setova hemokulture bude istodobno ili tijekom
kratkog vremenskog perioda (mjerenog u minutama) umjesto u nekoliko navrata. Nedvojbeno je bolje
uzeti uzorak krvi za hemokulturu prije pocetka empirijskog antimikrobnog lijecenja (18,23). Ukoliko
je pacijent ve¢ primio antibiotsku terapiju, tada se uzorak krvi uzima neposredno prije slijedece doze

antibiotika pod pretpostavkom da je tada koncentracija antibiotika u serumu najniza.

4.1.2. Broj kultura i volumen Kkrvi

Kultiviranje odgovarajuc¢eg volumena krvi je najvazniji pojedinacni faktor koji odreduje stopu
izolacije bakterija iz krvi, osobito kod odraslih. Razlog lezi u tome $to vecéina odraslih s bakteriemijom
ima niske koncentracije cirkuliraju¢ih mikroorganizama u krvi. Cak 50% pacijenata ima <1,0 CFU
('od engl.colony forming units) po mililitru krvi (18). Svaki dodatni mililitar krvi, povecava stopu
izolacije za 3% (27). Broj mikroorganizama prisutnih po mililitru krvi u dojencadi i djece obicno je
veci od 100 CFU / mL krvi, stoga je u pedijatrijskih pacijenata volumen krvi od manje presudne
vaznosti za pozitivitet hemokulture. Jedan set hemokulture sadrzi parne bocice; jedna bocica za

aerobne i jedna bodica za anaerobne bakterije. IstraZivanja Washingtona (28) te Weinsteina i sur. (29)
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pokazala su da se viSe od 95% epizoda bakteriemije otkrije pomoc¢u dva do tri seta hemokulture. Samo
jedan set hemokulture neée osigurati dovoljan volumen krvi i mozda nece uspjeti detektirati
bakteriemiju ukoliko je ona intermitentnog karaktera. Uostalom, udio pozitivnih hemokultura kljuc¢an
je za tumacenje klinickog znacaja odredenih izoliranih mikroorganizama jer pomaze lije¢nicima
razlikovati kontaminaciju od pravih patogena. S druge strane, uzimanje vise od 3 seta hemokultura ne
donosi puno dodatnih informacija, odnosno ne pomoze razlikovati klinicki vazne od kontaminirajucih
izolata. Cak §tovise, ono je financijski neisplativo, iziskuje puno posla, a u pacijenata moze inducirati
anemiju (10).

Preporuceni volumen krvi:

- odrasli: 8-10 ml po jednoj bocici (ukupno 20 ml po jednom setu)

- novorodencad i djeca: 1-3 ml po boéici (30).

Kao $to je ve¢ spomenuto, u novorodencadi i djece pozitivitet hemokulture manje ovisi o koli¢ini
uzorka krvi nego kod odraslih, a raCuna se prema tjelesnoj masi djeteta i vazno je da ne bude veéi od

1% ukupnog djetetova volumena (25, 31, 32).

4.1.3. Mjesto uzorkovanja

Svaki se set uzima s razli¢itog mjesta venepunkcije. S obzirom da je bakteriemija najcesce
intermitentnog karaktera (25), preporuceno je uzeti setove tijekom vremenskog perioda od najmanje
10-ak minuta. Kod sumnje na CVK-bakteriemiju (bakteriemija sa ishodi$tem u centralnom venskom
kateteru) potrebno je uzeti jedan set hemokultura sa perifernog mjesta venepunkcije, a drugi set
hemokulture iz centralnog venskog pristupa. Prema smjernicama instituta za klinicke i laboratorijske
standarde (CLSI) i preporukama Ameri¢kog drustva za infektivne bolesti (IDSA) ovakvo uzorkovanje
pomaze pri odredivanju je li kateter uistinu izvor infekcije. Ako je kateter doista izvor infekcije, bit ¢e
vise CFU-a po mL krvi dobivene iz katetera i rezultat ¢e biti pozitivan 90 - 120 minuta ranije od

hemokulture uzete perifernom venepunkcijom (18). Ukoliko ne postoji sumnja na CVK-bakteriemiju,
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ne preporuca se uzimanje uzoraka krvi iz postojeceg intravaskularnog katetera jer je dokazano veci

postotak kontaminacije uzorka.

4.1.4. Postupak prikupljanja uzoraka krvi za hemokulturu

Jedan od vaznih ¢imbenika koji povecéavaju osjetljivost hemokulture u otkrivanju bakteriemije je
tehnika uzimanja uzoraka krvi, ukljucujuéi dezinfekciju koze po pravilima asepse te pravilno vadenje
krvi venepunkcijom. Bilo da krv prikupljaju medicinski tehni¢ari, medicinske sestre ili drugi

pruzatelji zdravstvene skrbi, potrebne su jedinstvene smjernice i pravila za adekvatno uzorkovanje.

4.1.4.1. Dezinfekcijska sredstva

Objavljena su brojna izvjes¢a koja usporeduju relativnu uc¢inkovitost raznih dezinficijensa (33 - 35).
lako su komercijalno dostupni pripravci povidon joda jeftini i jednostavni za upotrebu, trenutne
smjernice tvrde da su tinktura joda i klorheksidin glukonat u¢inkovitiji dezinficijensi. Istrazivanje
provedeno na vise od 3800 uzoraka hemokultura dobivenih od odraslih pacijenata pokazalo je nizu
stopu kontaminacije s jodnom tinkturom u usporedbi s povidon jodom (2,4 prema 3,8 %) (33). Sli¢no
istrazivanje koje usporeduje klorheksidin s povidon jodom pri kojem je obradeno vise od 2000
hemokultura pokazalo je nizu stopu kontaminacije s klorheksidinom (1,4 prema 3,4 %) (35). Stovise,
pripravci povidon joda se ne preporuéuju i iz razloga $to se moraju primjenjivati 1,5 do 2 minute da
budu ucinkoviti te zdravstveno osoblje nije sklono éekati ovoliko dugo (36). Preporuka je da se mjesto
venepunkcije ocisti sa 70 %-tnim alkoholom, a zatim 2 %-tnom tinkturom joda ili klorheksidinom

(25).
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4.1.4.2. Dezinfekcija boc€ica za hemokulturu

Nakon sto se uklone plasti¢ni poklopci od bocica za hemokulturu, gumeni pokrov treba ocistiti
prebrisavanjem dezinfekcijskim sredstvom te ostaviti dok primijenjeno sredstvo ne ishlapi u
potpunosti. Alkohol bi se trebao koristiti za dezinficiranje gumenih ¢epova na bocicama za
hemokulture (25). Jod se kao sredstvo ne smije koristiti u tu svrhu jer, prema proizvodacima, moze

uzrokovati propadanje gumenog materijala (10, 30).

4.1.4.3. Venepunkcija

Prije pocetka venepunkcije, potrebno je pripremiti i provjeriti sav potreban materijal. Nakon
uobicajene higijene ruku zdravstvenog djelatnika, slijedi higijena odabranog mjesta za venepunkciju.
Vidljivo oneciséena mjesta na kozi pacijenta predvidena za venepunkciju potrebno je oprati vodom i
sapunom. Potom se stavlja poveska i palpira se vena. Mjesto venepunkcije treba dezinficirati
odgovarajué¢im antiseptickim sredstvom te pri¢ekati da primjenjeno sredstvo u potpunosti ishlapi i
koza bude suha. Nakon dezinfekcije koze, mjesto uboda se viSe ne smije palpirati, osim ako se ne
koriste sterilne rukavice (10, 37). Nakon obavljene venepunkcije, igla se povuce iz koze, poveska se
otpusta, a mjesto venepunkcije prekriva odgovaraju¢im sterilnim pokrovom. Pribor za uzimanje krvi

obavezno se odbacuje u odgovarajuci spremnik za oStar otpad.

4.2. Bolice za hemokulturu

Bocice za hemokulturu sadrze tekuce hranjive podloge specijalizirane za rast i kultivaciju odredenih
bakterija. Bocice se do upotrebe ¢uvaju na suhom i hladnom mjestu (2-25°C), zasticenom od sunceve
svjetlosti (39). Krv dobivena venepunkcijom direktno se inokulira u dvije bo¢ice u podjednakom

omjeru volumena krvi. Aerobna bocica podrZava rast obligatorno aerobnih i fakultativno anaerobnih
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mikroorganizama. Sadrzaj anaerobne bocice je takav da podrzava rast obligatorno anaerobnih i
fakultativno anaerobnih organizama. U pojedinu bocicu asepticki se inokulira 8 do 10 mL venske krvi.
Kako bi se sprijecilo zgrusavanje, inokulirane bocice treba lagano zaokrenuti nekoliko puta za
mijeSanje krvi s teku¢om hranjivom podlogom (10). Nakon toga, boCice bi trebalo transportirati §to je
brze moguce u laboratorij. Ondje se boéice unose u automatizirani termostat, primjerice BACTEC FX
s kompatibilnim komercijalnim teku¢im hranjivim podlogama, koje se razlikuju svojim sastavom. U
slucaju odgodenog transporta, bocCice se nikada ne smiju odlagati u hladnjak ili smrzavati, ve¢ drzati

na sobnoj temperaturi ne dulje od nekoliko sati (10, 24).
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4.3. Automatizirani uredaji za kontinuirano pracenje hemokultura

BACTEC FX i sli¢ni uredaji predstavljaju u potpunosti automatizirani sustav koji kontinuirano
monitorira hemokulture i detektira rast mikroorganizama u klini¢kim uzorcima. Bocice se inkubiraju u
uredaju i periodicki kontroliraju na znakove rasta bakterija. Svaka bocica sadrzi senzor koji reagira na
porast koncentracije CO- ili pad koncentracije O, (30). Ugljikov dioksid mikroorganizmi proizvode
metabolizmom hranjivih tvari u bo€ici, a kisik iskoriStavaju za svoj rast i diobu. Uredaj prekontrolira
senzor svakih deset minuta tragajuci za porastom u njegovoj fluorescenciji. Porast u fluorescenciji je
razmjeran povecanju koli¢ine CO; ili smanjenju koli¢ine O, prisutnog u boéici. Uredaj ¢e signalizirati
prisutnost pozitivne hemokulture na nekoliko nacina:

* Cuje se zvulni signal te zaslon na racunalu pocne bljeskati.

* lampica na prednjoj strani uredaja pocne svjetliti (30).

Postoje uredaji za hemokulture razlicitog kapaciteta. Neki mogu pohraniti 120, a neki 240 bocica za
ispitivanje. Vise jedinica za inkubaciju bocica se moze umreziti s jednim racunalom, radi lakseg
koriStenja u velikim laboratorijima gdje se obraduje velik broj hemokultura mjesecno (30).
Nakon $to je uredaj signalizirao rast bakterija, pozitivna bocica se vadi iz uredaja. I dalje treba voditi
raCuna o0 mjerama opreza pri rukovanju bocicama, osigurati asepti¢ne uvjete te uzorke odloziti u
bioloski siguran okolis. Uzorak iz bocice sada se koristi za pripremu mikroskopskog preparata koji se
boja po Gramu. Na temelju Gram preparata i klinickih podataka o pacijentu radi se preliminarna
dijagnoza bakteriemijske etiologije, a rezultat dojavljuje odgovornom klini¢aru (24). Slijedi daljnje
kultiviranje uzoraka na hraniliSta za rast bakterija radi kona¢ne identifikacije uzroénika i izrade

antibiograma.

18



4.3.1. Tekuce hranjive podloge za hemokulturu

Ukoliko je pacijent primio terapiju uo¢i uzimanja hemokulture, krv moze sadrzavati antimikrobne
lijekove koji mogu usporiti ili sprijeciti rast mikroorganizama. Stoga se uglavnom koriste
specijalizirane hranjive podloge s dodatkom smole koje u¢inkovito neutraliziraju Sirok raspon
antimikrobnih sredstava, ¢ime se omogucava rast mikroorganizama koji inace ne bi rasli na
standardnoj hranjivoj podlozi. U bolesnika koji ve¢ prima antimikrobni lijek, postoji zna¢ajno
povecana pozitivnost, u rasponu od 15% do 35%, kada se za hemokulturu koriste hranjive podloge na
bazi smole u usporedbi s hranjivim podlogama koje nisu na bazi smole (18). Postoje i hranjive
podloge specijalizirane za uzorke malih volumena (< 3 ml) krvi u pedijatrijskih pacijenata. U njih se
uzima 1 do 3 ml krvi i cijela koli¢ina inokulira u jednu boc¢icu. Ovaj medij je takoder obogacen

smolama za neutralizaciju antimikrobnih lijekova.

4.4. Bakterioloske kulture i biokemijski testovi

Kao $to je navedeno, nakon bojenja po Gramu, slijedi daljnja identifikacija i ispitivanje osjetljivosti
mikroorganizma na antibiotike prema laboratorijskom protokolu. Mediji za kultivaciju bakterija su
hranili$ta koja svojim sastavom omogucéavaju rast, razmnozavanje i metabolizam bakterija. Hranjive
podloge se uglavnom nalaze u Petrijevim zdjelicama i epruvetama razlicitih volumena. Bakterije se u
kulturi mnozZe i stvaraju kolonije, tipi¢ne za pojedinu vrstu bakterije. Pri identifikaciji bakterija,
odredujemo morfoloske karakteristike kolonija (boja, veli¢ina, oblik). Osim morfologije kultiviranih
bakterijskih kolonija, potrebno je odrediti i biokemijske (metaboli¢ke) karakteristike bakterija.
Biokemijske karakteristike predstavljaju sposobnost bakterije da razgradi pojedine kemijske spojeve,
odnosno sintetizira enzime odgovorne za tu razgradnju (40). To znaci da ne postoji jedinstvena
podloga za uzgoj svih vrsta bakterija, nego sastav podloge veoma varira. Ovisno o vrsti bakterije koja

se zeli uzgojiti, u hranjivu podlogu dodaju se odgovarajuci kemijski spojevi. S obzirom na sastav i
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specificnu namjenu, razlikujemo podloge op¢e namjene (neselektivne), selektivne i diferencijalne
hranjive podloge (40). Postoji i klasifikacija hranjivih podloga prema konzistenciji. Tekuce hranjive
podloge koriste se samo za pospjesivanje rasta bakterija. Porast bakterija na ovakvim podlogama ne
otkriva konacan identitet bakterije. Nakon $to se dobije kriticna masa bakterijskih kolonija, vrse se
daljnja biokemijska, fizioloska i genetska ispitivanja u svrhu konac¢ne identifikacije.

Poluteku¢e (polukrute) hranjive podloge  koriste se za ispitivanje pokretljivosti bakterija.
Cvrste hranjive podloge (agari) primjenju se za izolaciju ¢iste kulture bakterija te za njihovu pohranu.
Cvrstoéa podloge postize se dodatkom razli¢itih koli¢ina agara. U &vrstim hranjivim podlogama

koncentracija agara je od 1 do 5 %, a u poluteku¢im od 0.1 do 0.5 % (40).

20



5. MOLEKULARNE METODE DETEKCIJE BAKTERIJA U KRVI

Hemokultura je standardna dijagnosticka metoda za dokaz bakteriemije. Nedostatak ove metode je
dugotrajnost obrade (41). Stoga se danas praksa okreé¢e prema novim molekularnim metodama koje su
razvijene s namjerom da se ubrza konac¢na identifikacija mikroorganizma. Zaista, najbrza
mikrobioloska metoda trenutno je polimerazna lan¢ana reakcija u stvarnom vremenu (real-time PCR)
koja moze dati dijagnozu unutar 6 h od uzimanja krvi (42). Molekularne metode imaju niz prednosti i

nedostataka u odnosu na konvencionalnu hemokulturu.

5.1. Prednosti molekularne dijagnoze izravno iz Krvi

Jedna od glavnih prednosti molekularnih metoda je uvelike smanjeno vrijeme do konacnih rezultata.
Identifikacija mikroorganizama ne ovisi o bakterioloskoj kulturi ¢ija kultivacija moze varirati od
nekoliko sati do nekoliko dana (43). PCR ima nizak prag detekcije i potencijalno je osjetljivija metoda
od hemokulture. Medutim, visoka osjetljivost PCR-a izbalansirana je malim volumenom koji se Koristi
za PCR (manje od 500 pL krvi) u usporedbi s konvencionalnom hemokulturom, koja se inokulira s 8
do 10 mL krvi (44). Osim toga, molekularne metode mogu lakSe otkriti bakteriemiju u prethodno
lijeCenih bolesnika jer detektiraju bakterijsku DNA, odnosno broj kopija genoma (GC) po mililitru dok
hemokulture zahtijevaju cjelovite i vijabilne mikroorganizme. Informacije koje pruza kvantitativni real
-time PCR pomazu u interpretaciji klinicke vaznosti rezultata. Kvantifikacija takoder moze dati
korisne informacije za pracenje stanja bakteriemije nakon pocetka primjene antimikrobnog lijeka (43).
Naposljetku, postoje mehanizmi genske rezistencije koji se mogu detektirati pomocu komercijalnih

PCR testova unutar 1 do 2 sata (npr. mecA gen) (38).
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5.2. Nedostaci molekularne dijagnostike izravno iz krvi

Molekularni testovi koji otkrivaju gensku rezistenciju su korisni, ali mogu navesti na krivi zakljucak
jer ne potvrduju nuzno fenotip patogena. Neki patogeni Cesto koriste i nekoliko mehanizama
rezistencije (primjerice Pseudomonas aeruginosa) (13). Pri odredivanju osjetljivosti na antimikrobne
lijekove u takvih bakterija neophodno je uéiniti hemokulturu i antibiogram. Stoga je veliki nedostatak
molekularnih metoda taj Sto ne pruzaju pouzdane podatke o antimikrobnoj osjetljivosti brze od
konvencionalnih metoda. Nadalje, postoje podaci koji upucuju da metode amplifikacije ne detektiraju
sve klini¢ki relevantne bakterije (45, 46). Detekcija mikrobne DNA u krvi pomo¢u PCR-a nije uvijek
klinicki znacajna. Lazno pozitivni PCR nalazi mogu biti uzrokovani cirkulacijom DNA iz mrtvih
bakterija u odsutnosti infekcije. Objasnjenje lezi u tome da bakterijska DNA moze nekoliko dana
perzistirati u krvi nakon uspjesne fagocitoze i primjene u¢inkovite antimikrobne terapije. Ipak, najveci
nedostatak molekularnih metoda je taj Sto zahtijevaju opremljenost laboratorija, obucenost osoblja i, u

odnosu na tradicionalnu tehniku hemokulture, troskovi su znac¢ajno veéi (41).
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6. INTERPRETACIJA REZULTATA

6.1. Tumacenje pozitivnih hemokultura

Rezultati pozitivne hemokulture ponekad se lako tumace, ali Cesto predstavljaju pravi izazov za
lije¢nike i klinicke mikrobiologe. Laboratorijski nalaz i njegovu klini¢ku vaznost uvijek treba
procijeniti u kontekstu klinicke slike pacijenta. Postoji nekoliko ¢imbenika koje lijecnicima i
mikrobiolozima sluZze da dodu do to¢ne interpretacije rezultata. Za pocetak, identitet mikroorganizma
izoliranog iz pozitivne hemokulture ima odredenu prediktivnu vrijednost. Uobicajeni krvni izolati koji
gotovo uvijek predstavljaju pravu bakteriemiju su Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae,
Enterobacteriaceae, Pseudomonas aeruginosa i Candida albicans (24). Drugi mikroorganizmi poput
Corynebacterium spp. i Cutibacterium (ranije poznat kao Propionibacterium spp.) gotovo uvijek
predstavljaju kontaminaciju (24). Detekcija viridans-grupe streptokoka, koagulaza-negativnih
stafilokoka i enterokoka jos uvijek je problemati¢na za tumacenje, buduéi da su neke studije pokazale
da mogu predstavljati pravu bakteriemiju u 38%, 15% i 78% slucajeva (47).

Jednako tako, uzorak pozitiviteta hemokultura ima vrijednost pri odredivanju klinicke znacajnosti
izolata. Kada su vecina ili sve hemokulture dobivene neovisnim venepunkcijama pozitivne na isti
mikroorganizam, vjerojatnost da ovo predstavlja pravu bakteriemiju je izuzetno visoka, bez obzira na
identitet organizma (48). To je slu¢aj kod stanja kod kojih je bakteriemija kontinuirana poput
endokarditisa i drugih intravaskularnih infekcija. S druge strane, prisutnost samo jednog pozitivnog
seta hemokulture od nekoliko uzetih za analizu snazno sugerira da pozitivan nalaz predstavlja
kontaminaciju (10). Ukoliko i dalje nismo sigurni predstavlja li izolirani mikroorganizam klinicki
znacajan nalaz ili ne, jo§ jedan koncept koji pomaZze u tumacenju nalaza je tzv. "diferencijalno vrijeme
do pozitivnosti” . To je vrijeme proteklo od kada je uzet uzorak venske krvi za hemokulturu do
pozitivhog rezultata u automatiziranom termostatu (38). Kada se izolira dvojben nalaz iz uzorka,

klini¢ari bi trebali posumnjati na kontaminaciju ako je bilo potrebno vise od 48-72 sata da
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mikroorganizmi porastu, upucujuci na to da su prisutni u malim koli¢inama (38). Kada se ti isti
patogeni detektiraju u manje od 24 do 48 sati od trenutka kada je uzeta krv, vjerojatnost da su pravi
uzro¢nici bakteriemije ipak postoji. Diferencijalno vrijeme do pozitivnosti Koristi se takoder kako bi se
potvrdilo je li kateter uistinu izvor infekcije (18). Analiziraju se dva seta hemokultura, jedan uzet
perifernom venepunkcijom, a drugi iz intravaskularnog katetera. Ako je hemokultura uzeta na jednom
mjestu pozitivna najmanje 90-120 minuta prije nego hemokultura uzeta na drugom anatomskom
mjestu (venepunkcijom ili iz katetera), rezultati upucuju na to da mjesto s ranijim pozitivitetom ima

vecu koncentraciju organizama i izvor je infekcije (49).

6.2. Tumacenje rezultata molekularnih metoda

Kao i nalaz hemokulture, tako i nalaz dobiven molekularnim metodama treba oprezno tumaciti. Kao i
kod konvencionalnog pristupa, i ovdje identitet izoliranog mikroorganizma govori u prilog njegovoj
signifikantnosti. Nadalje, velika osjetljivost PCR-a smatra se njegovom predno$¢u u odnosu na
standardnu hemokulturu. Medutim, PCR ¢e s jednakom osjetljivos¢u detektirati i klini¢ki relevantne
mikroorganizme kao i one koji to nisu. Stoga, lazno pozitivni rezultati mogu biti posljedica
kontaminacije ili ve¢ sanirane infekcije. RjeSenje ovog problema lezi u mogucnosti direktne
kvantifikacije mikroorganizama u krvi pomoc¢u molekularnih metoda. Dakle, kvantitativni real time
PCR pomaze razluditi izmedu kontaminacije i prave bakteriemije jer kontaminaciju opcenito

karakterizira vrlo niska koli¢ina bakterija (43).
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7. 1ZVIJESTAVANJE REZULTATA

7.1. Pozitivan preliminarni rezultat

Pozitivna hemokultura u automatiziranom termostatu nakon koje slijedi bojenje po Gramu daje brzu i
vjerojatnu identifikaciju bakterije i izvorista bakteriemije (13). Nalaz koji se dobije na temelju
morfologije bakterija vidljivin u mikroskopskom preparatu po Gramu smatra se preliminarnim. Ovaj
rezultat moZze prenijeti samo lijecnik mikrobiolog odgovornom klinicaru ili drugom ¢lanu
zdravstvenog tima koji brine o pacijentu, usmeno ili telefonski (50, 51). Preliminarni rezultat daje
klini¢aru vrijedne informacije korisne za odredivanje pocetne antimikrobne terapije. Preliminaran
rezultat dobiva se i na osnovu biokemijskog testiranja i odredivanja osjetljivosti izolata na

antimikrobne lijekove direktno iz pozitivne bocice.

7.2. Pozitivan konac¢an rezultat

Konaénim rezultatom identifikacije i osjetljivosti izolata smatramo onaj dobiven iz Ciste bakterijske
kulture uzgojene na krutoj hranjivoj podlozi. Testiranje osjetljivosti izvodi se prema europskim
standardima testiranja osjetljivosti na antimikrobne lijekove (EUCAST). Izvjestava se u pisanom

obliku, a sadrzi naziv patogenih bakterija te rezultate osjetljivosti (50).

7.3. Negativan rezultat

Nalaz negativne hemokulture izdaje se kao sterilan za hemokulture u kojima nakon 7 dana inkubacije

u automatiziranom sustavu nije doslo do porasta mikroorganizama (51).
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8. ZAKLJUCAK

Uzorak krvi za otkrivanje bakteriemije najvazniji je laboratorijski uzorak koji zahtijeva neodloznu
mikrobiolosku obradu. S odgodama u dijagnozi i lijecenju sepse, stopa smrtnosti moze se povecati i do
50% (52). Ovakva nepovoljna statistika predstavlja znac¢ajan gubitak i optereéenje za zdravstvo, a i
drustvo u cjelini. Stoga brza identifikacija uzro¢nika bakteriemije u uzorku krvi i odredivanje
osjetljivosti na antibiotike ima nekoliko povoljnih ishoda. Pravovremena dijagnoza i ciljana terapija
neée samo smanjiti stope morbiditeta i mortaliteta, nego ¢e se smanjiti i nepotrebna primjena
antibiotika, njihova toksicnost i razvoj bakterijske rezistencije. Sve to zajedno rezultirat ce
smanjenjem bolnickih troskova i ima povoljan u¢inak na zdravstvo. Ostvaren je znacajan tehnoloski
napredak te se u praksu uvode nove molekularne tehnike izolacije mikroorganizama. Medutim, ove
metode imaju svoje prednosti i ograniCenja te kona¢nu odluku o njihovoj implementaciji u
svakodnevnu praksu treba donijeti lokalno, ovisno o potrebama pojedinog laboratorija. One mogu biti
koristan dodatak konvencionalnim metodama, ali ih danas jo$ uvijek ne mogu zamijeniti u praksi.
Zakljucak je da konvencionalne metode hemokulture ostaju i dalje dominantan pristup za dijagnozu
bakteriemije. Dakle, odgovaraju¢e i pazljivo prikupljanje uzoraka, odgovaraju¢a obrada uzoraka i
precizno tumacenje rezultata ostaju neophodni za najucinkovitiju skrb pacijenata sa sumnjom na

bakteriemiju.
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