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1. UvOD

Napretkom moderne medicine nastoji se raznim mjerama sprijeciti nastanak
infekcije ili provesti lijeCenje odgovaraju¢om antibiotskom terapijom. Unato¢ tome, bakterije
su u proteklom periodu uspjele razviti znacajnu otpornost na antibiotike, Sto predstavlja jedan
od vodecih problema danasnje medicine. Osim pojave rezistentnih Gram pozitivnih bakterija
kao Sto su stafilokoki, enterokoki i pneumokoki u proteklom desetlje¢u u cijelom svijetu
znacajan problem predstavljaju multirezistentne Gram negativne bakterije, pseudomonas i
acinetobakter, te enterobakterije, a osobito one koje proizvode karbapenemaze, koje mogu
uzrokovati i bolni¢ke i izvanbolni¢ke infekcije (1). Sve navedeno moze stvarati teSko¢e u
lijecenju teskih infekcija kao Sto su sepse, te je od velikog znacaja pravovremena i tocna

mikrobioloska dijagnostika takvih stanja.

Bakterijemija podrazumijeva stanje prisutnosti zivih bakterija u cirkulirajucoj
krvi, a dokazuje se izolacijom bakterija iz krvi na bakterioloskim podlogama (2). Prodor
bakterija u krv moze prote¢i bez ikakvih simptoma (asimptomatska bakterijemija) ili moze
prouzrociti pojavu opéih simptoma upalnog odgovora organizma koja bi oznacavala
bakterijemiju u klinickom smislu (3). Septikemija je pojam sustavne bolesti uzrokovane
umnozavanjem bakterija u cirkuliraju¢oj krvi. Pojam septikemije isprepli¢e se sa pojmom
sepse, jer ga neki autori upotrebljavaju da bi oznacili samo umnoZavanje bakterija u

cirkulirajuéoj krvi (2).

Sepsa je klinicka manifestacija bakterijske, gljiviéne, virusne ili parazitarne infekcije.
Najces¢e je stanje koje proistjece iz dugotrajne ili opetovane bakterijemije, a uz opce
simptome pojavljuju se i simptomi zahvacéenosti razliitih organa (nova septicka Zzarista).
Sepsa je tijekom povijesti odavno poznata, opisana je pred vise od 2000 godina. 100 g. pr.
Krista, Marcus Terentius Varro, ucenjak i pisac iz starog Rima napisao je: ,,Mala stvorenja,
nevidljiva oku, ispunjavaju atmosferu, udiSu se kroz nos i uzrokuju opasne bolesti“. Sepsu je
zatim u svojoj raspravi ,,The Prince* opisivao i Niccolo Machiavelli, 1513. godine (4). U
kasnijim pokusSajima, u proslom stoljecu, americki lije¢nik William Osler u svojoj opservaciji
spominje kako pacijent prije umire od odgovora tijela domacina na infekciju, nego od same

infekcije, smatran oblikom trovanja krvi (5).

1992. godine Americko udruZenje torakalnih lije¢nika (ACCP) i udruzenje intenzivne

medicine (SCCM) zajednicki su objavili konsenzus definicije novim saznanjima o patogenezi,

1
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koja je 2001. godine revidirana: smatra se da infekcija, sama po sebi nije uzrok zatajivanja
organa u sepsi, vec je za to odgovorna upalna reakcija organizma, sindrom sustavnog upalnog
odgovora, engl. systemic inflammatory response syndrome (SIRS), akutni upalni odgovor
cijelog tijela (,sustava®) bez dokazanog izvora infekcije, sa sistemskim manifestacijama
prouzroéen oslobadanjem brojnih endogenih posrednika upale u krvotok (npr. citokini,
prostaglandini i sl.). Najznacajniji rezultat konferencije iz 2001. godine bio je prijedlog
,»predispozicija, infekcija, odgovor i poremecaj funkcije organa®, PIRO sistem za stupnjevanje
sepse. PIRO koncept je bio analog stadijima karcinoma i drugim medicinskim stanjima koji bi
omogucili razdvajanje pacijenata sa sepsom po skupinama (6). Primjenjujuc¢i konsenzus o
definiciji, slijede¢a je procjena rizika smrtnosti: sepsa 10 — 20 %, teSka sepsa 20 — 50 %,
septicki Sok 40 - 80 % (7) .

Stanje sepse je tesko za prepoznati i dijagnosticirati budu¢i se simptomi ne moraju
pojaviti u svih pacijenata ili u istog pacijenta u svim fazama septickog odgovora, $to znaci da
niti jedan od njih nije specifi¢an za sepsu. Vecina pacijenata ¢e imati simptome SIRS - a, ali
je kljuéno prepoznati infekciju, te u tom slucaju govorimo o sepsi. Najmanje dva od
navedenih Kriterija moraju biti ispunjena, koji bi po definiciji bili dijagnosticirani kao SIRS
( Tablica 1))

Tablica 1. Kriteriji pri dijagnosticiranju SIRS-a

« Respiratorna frekvencija > 20/ min., odnosno
Tahipneja potreba za vise od 10 L / min. u mehanicki
ventiliranih bolesnika

Tahikardija * puls >90/min

> 38° C rektalno
* topla zacrvenjena koza

> 12,0x109L,ili<4,0x10°/L
neutrofilija

Febrilitet

Broj leukocita

PovisSene vrijednosti C- .« >
reaktivnog proteina (CRP) 8mg/L
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Dok se sindrom sepse manifestira kroz znakove prikazane u tablici 2.

Tablica 2. Znakovi sindroma sepse

Hipotermija » < 35°C rektalno

Parcijalni CO, pCO, * < 4,3 kPa (32 mm Hg)

Promjena u koagulacijskim
parametrima

Smanjena diureza

SIRS INFEKCIJA SEPSA

Slika 1. Shematski prikaz nastanka sepse

Ova stanja mogu progredirati do teSke sepse, koja je definirana kao sepsa
udruzena s organskom disfunkcijom, hipoperfuzijom ili hipotenzijom ili septi¢kim Sokom,
koji se definira kao sindrom sepse uz hipotenziju (manje od 90 mm Hg sistolicki tlak, ili za
vise od 40 mm Hg nizi u hipertenzivnih bolesnika), te na kraju refraktornim septickim sokom,
koji traje duze od jednog sata i koji perzistira unato¢ adekvatnoj nadoknadi tekucéine uz

farmakolosku terapiju (3).

Praksa da se febrilnim bolesnicima uzima krv za izolaciju bakterija, stara je oko
75 godina. Zapocela je sustavno 1940. godine, a ve¢ 1941. pojavljuju se prvi izvjestaji sa

opisom ucestalosti pojedinih bakterija izoliranih iz krvi (2).

Studije iz Sjedinjenih Americkih Drzava pokazuju kako je incidencija sepsi od 1979 -
2000. godine iznosila 1,3 % od svih hospitalizacija i da je u tom periodu rasla 8,7 % godisnje.

Sli¢ni rezultati zabiljezeni su Velikoj Britaniji, Australiji i Hrvatskoj (8, 9, 10).
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Incidencija sepse se povecala tijekom vremena, povezana je sa povecanim brojem
hospitalizacija, produzenim boravkom pacijenata u jedinicama intenzivnog lije¢enja (JIL),
povecanom antimikrobnom terapijom, primjenom umjetnih implantata, produljenim trajanjem
mehaniCke ventilacije, uz stalne ¢imbenike rizika, kao $to su: dijabetes melitus, maligne

bolesti, alkoholizam ili HIV koji vjerojatno doprinose poveéanju incidencije sepse (11).

Sepse se navode kao drugi vode¢i uzrok smrtnosti u nekoronarnim jedinicama intenzivnog
lijecenja (12, 13). Takoder, diljem svijeta predstavljaju jedan od najvaznijih uzroka smrtnosti,
stoga je od osobita znaCaja antimikrobna terapija, koja se uvodi prvo empirijski, a zatim

ciljano prema rezultatu antibiograma izoliranog patogena.

1.1. Intenzitet, trajanje i podjela bakterijemije

Prolazna bakterijemija je kratkog trajanja i bez ponavljanja, dok se povremena
bakterijemija javlja u odredenim vremenskim intervalima, pravilnim i nepravilnim, ukoliko se

bakterije nadu u krvotoku. Trajna ili kontinuirana bakterijemija znaci da su bakterije prisutne

Perzistentna bakterijemija oznacuje pojam nemogucénosti mehanizma ¢isé¢enja Koji bi
uklonio bakterije iz krvi i isprepli¢e se sa pojmom trajne bakterijemije. Posebna podvrsta
perzistentne bakterijemije je tzv. ,prodorna* bakterijemija, kojom oznacujemo bakterijemiju
koja traje unato¢ primjeni antimikrobne terapije antibiotikom koji je in vitro djelotvoran na
izoliranu bakteriju. Uzrok nastanka takve bakterijemije mogu biti nedovoljne doze
primijenjenog antibiotika. Postoji takoder i rekurentna bakterijemija, koja oznacuje dvije ili

vise epizoda bakterijemije izmedu kojih postoji interval bez bolesti (2).

Intenzitet bakterijemije definira se brojem kolonija bakterija izoliranih iz 1 mL krvi,
veéi je kod Gram pozitivnih bakterijemija u odnosu na Gram negativne bakterijemije.
Takoder je intenzitet veéi u djece i dojenc¢adi, nego u odraslih, i u pozitivnom je meduodnosu

sa tezinom infekcije (2).

Prema izvoru bakterijemije se dijele na primarne, kojima je izvor nepoznat, i

sekundarne kod kojih je izvor bakterijemije poznat.
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Prema mjestu nastanka bakterijemije dijelimo na izvanbolnic¢ke (CeS¢e sekundarne) i

bolnicke (EeS¢e primarne).

Prema broju izoliranih vrsta bakterijemije se dijele na: monomikrobne i polimikrobne

).

Smrtnost izazvanu sepsom cesto je vrlo teSko odijeliti od smrtnosti kojoj je sepsa samo

jos jedan dodatni uzrok.

1.2. Patogeneza i etiologija bakterijemije i sepse

Patogeneza je vrlo usko povezana sa etiologijom, iz razloga Sto je svaka infekcija
rezultat poremecenog odnosa izmedu mehanizma obrane domacina i determinanti bakterijske
patogenosti. Prvi korak je adhezija bakterija na stanice sluznice putem specifi¢nih receptora,
zatim njihovo umnazanje na sluznici (kolonizacija), i nakon toga prolaz izmedu stanica

sluznice (npr. zdrijelo, crijevo) u limfne ¢vorove, te dalje u krvotok (3).

Sepsa se razvija kao posljedica infekcijom potaknute upalne reakcije. Klinicke pojave
koje prethode razvoju sepse 1 septickog Soka su vrlo slozeni, posebice kod
imunokompromitiranih pacijenata, predisponiraju¢ih ¢imbenika: dijabetes melitus, ciroza,
neke maligne bolesti, kod kirur§kog zahvata: implantirane proteticke naprave: sréane valvule,
zglobovi, i invazivnih naprava: endotrahealni tubusi, vaskularni i urinarni kateteri ili drenovi.
Pacijenti kojima je u osnovi jedno od tezih oboljenja, imaju vecu vjerojatnost da sepsa
progredira do teze klinicke slike s ozbiljnim posljedicama. Za vrijeme infekcije
mikroorganizmima dolazi do protektivne aktivacije imunoloSkog sustava, ali se ipak kod
odredenog broja pacijenata javlja sepsa, kao posljedica disregulacije imunoloskog sustava.
Organizam odgovara brojnim  mehanizmima: oslobadanjem citokina, kemokina,
prostaglandina, lipidnih medijatora, aktivacijom neutrofila, monocita, endotelnih stanica,
komplementa, te sustava koagulacije i fibrinolize, koji za posljedicu mogu rezultirati
mikrovaskularnom ozljedom, teSkom klinickom slikom, viSestrukim zatajivanjem organa,

loSom prognozom, odnosno smrtnim ishodom (11, 14, 15).

Prvotna misljenja su bila da je sepsa smatrana kao odgovor na endotoksin, odnosno
relativno specificna za Gram negativne bakterije, no zadnjih 25 godina u epidemioloskim

studijama dokazano je da su Gram pozitivne bakterije CeS¢i uzro€nici sepse (16).

5
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Bakterijemiju i sepsu mogu prouzro€iti razliite vrste bakterija, ali i neki nebakterijski

uzrocnici, kao $to su virusi i gljive (17, 18).

Najcesci izolirani mikroorganizmi u nozokomijalno nastalim sepsama kod pacijenata
pri dugotrajnom boravku u jedinicama intenzivnog lije¢enja su Gram negativne bakterije koje
mogu stvoriti klinicku sliku s pojavom tzv. endotoksicnog Soka, za Sto su odgovorni
endotoksini, koji nastaju razgradnjom bakterija. Najcesce su to Escherichia coli, uzro¢nici iz
roda Klebsiella, te njihovi sojevi koji produciraju beta — laktamaze prosirenog spektra, engl.
extended spectrum beta lactamases (ESBL sojevi), Proteus, Enterobacter, Serratia,
Pseudomonas aeruginosa i Acinetobacter (19, 20). Na Gram pozitivne bakterije, kao §to su
Staphylococcus aureus, koagulaza negativan Staphylococcus spp., treba pomisliti u slu¢aju
nedavno implantiranih protetickih naprava, na primjer: sr¢ane valvule, zglobovi, pacemakeri /

defibrilatori, te urinarni i vaskularni kateteri.

Infekcije gljivama su vjerojatne u pacijenata koji su bili na dugotrajnoj terapiji
steroidima i antibioticima Sirokog spektra, odnosno kao posljedica ucinkovitog lijeCenja
bakterijskih infekcija kada dolazi do porasta incidencije sepsi ¢iji su uzro¢nici gljive, od kojih
je naj¢esc¢a Candida albicans, a sve vise se spominju i druge vrste (C. torulopsis, C. glabrata i

C. krusei) (12, 13, 21).

1.3. Ishodista sepse

Dijagnoza sepse je postupak koji zapo€inje klinickom sumnjom temeljenom na
pazljivoj anamnezi i fizikalnom pregledu. Klini¢ar indicira vrijeme uzimanja hemokultura i
ukupnu koli¢inu krvi koja se uzorkuje. To je specificna pretraga koja pridonosi etioloskoj
dijagnozi sepse. Uz hemokulture indiciran je obi¢no i veliki broj hematoloskih i biokemijskih
pretraga, ¢iji rezultati pokazuju promjene u organizmu septickog bolesnika, koje su
patognomicne, ali ujedno i nespecifi¢ne za uzroc¢nika. Buduéi da je terapija sepse, uz potporu,

nuzno i ciljana antimikrobna, uvijek treba nastojati do¢i i do etioloske dijagnoze (3).

Podloznost covjeka nastanku sepse, njezinom intenzitetu, odnosno narusenost
njegovih prirodnih obrambenih sustava: koze, sluznice respiratornog i gastrointestinalnog
trakta, urinarnog trakta, stani¢énog i humoralnog imunoloS§kog sustava ovisi i o zivotnoj dobi,

op¢em stanju bolesnika, njegovim kroni¢nim bolestima 1 drugim poticajnim ¢imbenicima.
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Zato su sepse CeS¢e u novorodencadi i male djece, u dijabeticara, imunokompromitiranih

bolesnika, te u gerijatrijskoj dobi (3).

Respiratorne infekcije su najces¢i uzroci sepse, Cine¢i polovicu svih uzroka sepse.
bakterijemijom, a potom slijede nepoznati uzroci. Ucestalost akutne disfunkcije organa je
povezana sa izvorom infekcije, a pacijenti sa respiratornim infekcijama su u veéem riziku za

razvojem poremecaja funkcije disnih organa (16).

Novorodenacka sepsa nastaje aspiracijom ili gutanjem inficirane amnijske tekucine, ili
zbog infekcije pupka, nakon ¢ega dolazi do Sirenja bakterija krvnom cirkulacijom. Najées¢i su
uzrocnici E. coli i druge Gram negativne bakterije, zatim Streptococcus agalactiae (BHS - B),

Listeria monocytogenes i S. aureus (3).

Hospitalne sepse se pojavljuju nakon kirurSkih zahvata i u bolesnika s teSkim
kroni¢nim ili malignim bolestima. Ceste su u JIL - u, osobito kod razligitih agresivnih
dijagnostickih terapijskih zahvata, kojima se narusava integritet koze i sluznica. Takvim se
postupcima uzro¢nici izravno unose u Krvotok, a jedan od najc¢es¢ih mjesta za nastanak sepse

su kontaminirani endovaskularni kateteri (,,kateter sepsa“) (3).

Najces¢i uzrocnici bolnickih sepsi su u preko dvije trecine slucajeva Gram negativne
bakterije (Enterobacteriaceae, Pseudomonas i Acinetobacter), a od ostalih uzro¢nika
meticilin rezistentan Staphylococcus aureus (MRSA), Enterococcus i gljive (3).

Izvanbolnicki steCene sepse uglavnom nastaju zbog prodora bakterija u krvotok iz
nekog zariSta, najCeS¢e iz urogenitalnog, probavnog ili respiratornog sustava. NajceS¢i
uzroc¢nici su E. coli i druge Gram negativne bakterije, Streptococcus pneumoniae i drugi

streptokoki, te Neisseria meningitidis (3).

1.3.1. Urosepsa

Urosepsa se javlja kod bolesnika sa slikom septi¢kog pijelonefritisa uz znakove od
strane urinarnog trakta. Javlja se i povisena tjelesna temperatura (> 38,5°C), te tresavica.
Ucestalost pozitivnih hemokultura tijekom pijelonefritisa kreée se oko 40 %. Bakterije
izolirane iz urinokulture uz ostale nalaze potvrduju infekciju te pridonose adekvatnoj ciljanoj

antibiotskoj terapiji.
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1.3.2. Septicke pneumonije
Septi¢ke pneumonije su najteZe i najznacajnije infekcije po ucestalosti, teSkom tijeku i
smrtnosti. Brza etioloSka dijagnoza ovdje je od posebnog znacaja. Pored hemokulture

potrebno je obraditi i uzorke sputuma, te ukoliko je indicirano i bronhoskopske uzorke.

1.3.3. Sepsa u postoperativnom razdoblju

Sepsa u postoperativnom razdoblju se javlja kod infekcija rana, koje mogu biti
traumatske, a gotovo su uvijek kontaminirane bakterijama, i kirurske, koje se mogu inficirati
florom samog bolesnika ili od strane medicinskog osoblja za vrijeme operacije ili

postoperativno, prilikom njege bolesnika.

Zbog teSkoca u interpretaciji mikrobioloSkog nalaza uzorka iz rane (viSe mogucih
uzrocnika, kolonizacijska flora) potrebno je kod sumnje na razvoj sepse pokusati dokazati

uzro¢nika iz kulture krvi.

1.3.4. Endokarditis

Endokarditis predstavlja najznacajniji oblik infekcije vaskularnog endotela. Buduéi je
mjesto infekcije izlozeno protoku krvi, mikroorganizmi u pravilu stalno prelaze u krv
(perzistentna bakterijemija) i moze se ocekivati visok postotak pozitivnih hemokultura, koji

iznosi oko 90 % kod akutnog endokarditisa (2).

1.4. Epidemiologija

U proslosti se etiologija sepsi uvijek povezivala s Gram negativnim bakterijama zbog
otpustanja endotoksina. Danas znamo da sepsu mogu uzrokovati sve bakterije, kao 1 gljive i
virusi. Najnovije epidemioloske studije iz SAD — a otkrivaju da su Gram pozitivne bakterije
postale naj¢es¢i uzrocnici sepsi u posljednjih 25 godina, te da je prisutan znacajan porast
gljiva kao uzroénika sepsi, tako da su 2000. godine Gram pozitivne bakterije bile izolirane u
52,1 % slucaja, Gram negativne u 37,6 %, polimikrobne infekcije u 4,7 %, anaerobi u 1 % i

gljive u 4,6 % slucajeva sepse (7).

Rizik od smrti pacijenata sa sepsom se smanjivao tijekom posljednja tri desetljeca.
Prema podatcima iz 1979. godine, rizik je iznosio blizu 30 %, a 2000. godine rizik je ispod 20

%. Medutim, ukupan broj sepsi sa smrtnim ishodom je u porastu i sli¢an je broju umrlih od

8
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akutnog sr¢anog infarkta miokarda, a daleko vec¢i od broja pacijenata koji umiru od

karcinoma dojke i mozdanog udara (7, 17).

1.5. Dijagnostika bakterijemije i sepse

Dijagnostika bakterijske sepse u svakodnevnom radu je zasnovana na adekvatnim
anamnestickim podatcima 1 o eventualnom primarnom ZzariStu, klinickim pregledom
bolesnika, te hematoloskim, biokemijskim i mikrobioloskim nalazima (3). Krvna slika
pokazuje najprije nizak broj leukocita (< 4,0 x 10°/ L), a nakon 1 - 4 sata raste i do > 15,0 x
10 %/ L, broj trombocita se moZe smanjiti na <50 x 10 ¥/ L. Uz ovakve nalaze &esto se javlja
I povisen CRP. Uz ostalu dijagnostiku, potrebno je uciniti KKS, ABS, parcijalni pCOz,
odrediti elektrolite, parametre jetrene funkcije, metaboli¢ke produkte (urea, kretatinin) koji su

obi¢no poviseni zbog renalne insuficijencije (22).

Prije uvodenja antibiotske terapije obvezno se uzima uzorak krvi za hemokulturu.
Najpravilniji na¢in uzimanja krvi za hemokulturu je taj da se istodobno uzima krv za dvije
bocice s teku¢om podlogom od kojih se jedna obraduje aerobnom, a druga anerobnom
kultivacijom i to predstavlja jedan set ili parnu hemokulturu i za interpretaciju rezultata
smatra se jednom hemokulturom. Za dijagnostiku akutne sepse preporuca se uzeti 2 - 3 seta

hemokultura s razli¢itih mjesta venepunkcije.

Hemokultura iz koje je izolirana bakterija smatra se pozitivnom hemokulturom. S
obzirom na vjerodostojnost ili istinitost izolata iz krvi, hemokultura moze biti stvarno
pozitivna, $to oznacuje bakterijemiju, ili laZzno pozitivna, $to se naziva pseudobakterijemijom
I rezultat je kontaminacije uzorka krvi na nekom od mjesta od uzimanja do nasadivanja

uzorka na podloge (2).

1.5.1. Molekularna dijagnostika sepse

Nakon viSe od sto godina, dok je kultura krvi bila jedini ,,zlatni standard“ u

rutinskoj dijagnostici ne - virusnih uzroénika sepsi pojavile su se i molekularne metode poput
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,multiplex real - time* PCR - a za otkrivanje i identifikaciju patogena u krvnoj cirkulaciji kod

sumnje na sepsu.

Primjer takvog testa je LightCycler® SeptiFast (RocheMolecular Systems Inc,
USA) koji otkriva DNA kod 25 najznacajnijih bakterija i gljiva uzro¢nika sepse, izravno iz

1,5 mL pune krvi unutar 6 sati, bez potrebe za prethodnom inkubacijom i kultivacijom.

Prednost ovakve metode je ranije zapoCinjanje primjene ciljane terapije, te znatno
veca osjetljivost testa u odnosu na klasi¢nu kulturu krvi. Neka istrazivanja su pokazala da je

osjetljivost kulture krvi od 37 — 53 %, a SeptiFasta 83 — 88 %.

Nedostatak dokazivanja sepse molekularnom dijagnostikom usporedujuci sa
kulturom Kkrvi je znatno veca cijena, te nemoguénost dokazivanja uzro¢nika koji nisu

obuhvaceni panelom ponudenih uzro¢nika (23).

Molekularna dijagnostika sepse zacijelo ¢e u buducnosti biti jedan od znacajnijih

izbora dokazivanja, ali kultura krvi za sada jos uvijek ostaje temeljna metoda.

1.6. Lijecenje i prognoza

Sepsa je i danas jedan od vodecih uzroka smrtnosti u bolnicama. Kriticnu skupinu
pacijenata ¢ine novorodencad i gerijatrijska populacija. Rano prepoznavanje ovog klinickog
sindroma kod pacijenata sa sepsom od izuzetne je vaznosti radi adekvatne njege u JIL - u,
koji znatno mogu poboljsati ishod, odnosno sprijeéiti pojavu septi¢kog Soka koji moze postati

ireverzibilan i smrtonosan (17).
Kod provodenja antimikrobne terapije vazna su dva ¢imbenika:

1. Rana antimikrobna terapija uvedena u prikladno vrijeme. Osobito kod pacijenata sa
pneumonijom i kod onih sa septi¢kim Sokom, ¢ije odgadanje terapije u pocetnoj fazi
za posljedicu ima vecu stopu smrtnosti (24). Posebice u septicCkom Soku, gdje se rizik
smrtnosti povecava za oko 10 % u svakom satu odgodene primjene antibiotika (25).

2. lIzbor odgovarajuceg antibiotika, jer primjena neodgovarajuc¢eg antibiotika istovjetna

je izostanku pravovremene primjene terapije i predstavlja znacajan Cimbenik loSeg

klinickog ishoda (26, 27).
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Ova nacela dovode do zakljucka da bi kombinacija antibiotika mogla biti superiornija u
odnosu na monoterapiju (28). U odredenim slu¢ajevima sama antimikrobna terapija nije
dostatna za lijeCenje infekcije koja uzrokuje sepsu, veé je u tim slu¢ajevima nuzno ukloniti

ishodiste infekcije, npr.: apsces se mora drenirati, a nekroti¢no tkivo kirurski odstraniti (29).

Antibiotike treba primjeniti parenteralno, ali nakon §to se uzmu uzorci krvi, tjelesnih
tekucina i brisevi za bojanje po Gramu i za kultivaciju, koji mogu posluziti u dokazivanju
primarnog Zarista infekcije. Zapocinje se empirijska primjena antibiotske terapije koja ovisi o
vjerojatnom izvoru infekcije, bolnickom okruzju, poznavanju uzroénika i njihove osjetljivosti

specifi¢nih za odredeni odjel te ranijem mikrobioloskom nalazu (22).

Nakon izolacije 1 identifikacije uzroc¢nika, te odredivanja osjetljivosti na antibiotike
uvodi se ciljana terapija, a prosjecno trajanje lijeCenja je od 10 do 14 dana, a po potrebi i dulje

@).

1.7. Prevencija

Sepsu kao posljedicu bolnic¢ke infekcije uzrokuju mikoorganizmi koji imaju narocitu
sposobnost prezivljavanja i Sirenja u bolnickom okruzenju i razvoja otpornosti na brojna

antimikrobna sredstva.

Pojavu 1 Sirenje takvih mikroorganizama sprje€ava pridrZzavanje higijensko -
epidemioloSkih mjera kao §to su redovito pranje ruku, adekvatno odrzavanje medicinske
opreme, radnih povrSina, mijenjanje rukavica i perfuzijskih tekucina, dodatni oprez kod
invazivnih postupaka (intubacija, uvodenje katetera), pri njezi rana i kod operativnih zahvata
(30).

Osim toga, od izuzetne vaznosti za sprjeCavanje Sirenja rezistentnih bolnickih
mikroorganizama je i provodenje mjera kontaktne izolacije pacijenata sa kolonizacijom i / ili

infekcijom takvim patogenima, te kontrola racionalne uporabe antibiotika Sirokog spektra.

11
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2. CILJEVI ISTRAZIVANJA

Prepoznajuéi vaznost i znacaj problema pojave sepse u pacijenata, te sve vece
incidencije multirezistentnih izolata iz hemokultura u bolesnika hospitaliziranih u Opcoj
bolnici Virovitica, a obradenih u Zavodu za javno zdravstvo Viroviti¢ko - podravske Zzupanije

u periodu od 2011. - 2015. godine postavljeni su sljedeci ciljevi ovog istrazivanja:

1. ispitati i opisati etiologiju bakterijemije i sepse u hospitaliziranih bolesnika u zdravstvenoj
ustanovi sekundarne razine, odnosno u Op¢oj bolnici Virovitica u periodu od 1. 1. 2011. - 31.
12. 2015. godine

2. ispitati ucestalost uzro¢nika bakterijemije i sepse u Op¢oj bolnici Virovitica
3. ispitati osjetljivost bakterija na antibiotike izoliranih iz hemokultura

4. ispitati i prikazati trendove rezistencije uzro¢nika bakterijemije i sepse na antibiotike na

podrucju Viroviti¢ko - podravske Zupanije

12
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3. ISPITANICI | METODE

3.1.Ustroj studije

Opazajno (opservacijsko) retrospektivno istrazivanje (31).

3.2. Ispitanici

Ispitanici u ovom istrazivanju bili su bolesnici Kkojima je uzorkovana krv za
hemokulture c¢ija je klinicka sumnja bila usmjerena na stanje bakterijemije i sepse.
Hemokulture su uzete kod pacijenata hospitaliziranih u Op¢oj bolnici Virovitica, a obradenih
u Djelatnosti za mikrobiologiju Zavoda za javno zdravstvo Viroviticko - podravske Zupanije u
periodu od 1. 1. 2011. - 31. 12. 2015. godine. Pacijenti nisu aktivno sudjelovali kao ispitanici
u istrazivanju. U obradu podataka uvrsteni su izolati, ¢iji ponavljajuéi izolati u jednog

pacijenta nisu ukljuceni ukoliko je isti izolat izoliran u razmaku manjem od mjesec dana.

3.3. Metode

Podatci o testiranim bolesnicima koriSteni za ovo istrazivanje, dobiveni su
retrospektivno uvidom u arhivsku gradu i elektronsku bazu podataka tijekom petogodisnjeg
perioda (2011. - 2015. godine) u Djelatnosti za mikrobiologiju ZZJZ Viroviti¢ko - podravske
zupanije u Virovitici. Uzorci su uzeti od bolesnika hospitaliziranih u Op¢oj bolnici Virovitica
obradeni mikrobioloSkim pretragama prema rutinskom protokolu u skladu s pravilima struke,
standardiziranim metodama izolacije i identifikacije bakterija (Prilog 1, 2, 3). Ispitivanje
osjetljivosti na antibiotike kao i kriterij interpretacije rezultata bio je standardizirani sustav
vazece verzije EUCAST - a (European Committee on Antimikrobial Suiceptibiliy Testing)
sukladno naputcima Odbora za pracenje rezistencije bakterija na antibiotike pri Akademiji
medicinskih znanosti Hrvatske (1, 32). Anonimnost ispitanika u ovom istrazivanju osigurana
je na nacin da su za istrazivanje koriSteni slijede¢i podatci: dob i spol bolesnika, bolnicki odjel
u kojem je bolesnik hospitaliziran, vrsta uzro¢nika i osjetljivost izoliranog uzro¢nika na
antibiotike. Za provodenje predlozenog istrazivanja dobivena je suglasnost Etickog

povjerenstva ZZJZ Viroviticko — podravske Zupanije.
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3.4. StatistiCka obrada podataka

Podatci definirani ciljevima istrazivanja kao i rezultati provedenog ispitivanja prikazani
su tabelarno i graficki, te obradeni deskriptivnom statistikom. Kategorijski podatci
predstavljeni su apsolutnim i relatvnim frekvencijama. Razlike kategorijskih varijabli
testirane su hi - kvadrat testom ili Fischerovim egzaktnim testom. Sve P vrijednosti su
dvostrane. Razina znaCajnosti podeSena je na a = 0,05. Podatci su statisti¢ki analizirani
uporabom informatickog programa SPSS (ina¢ica 16.0, SPSS Inc., Chicago, IL, SAD) i

Microsoft Office Excel tabli¢nim kalkulatorom.
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U periodu od 1. 1. 2011. do 31. 12. 2015. godine u Djelatnosti za mikrobiologiju ZZJZ
Viroviticko - podravske zupanije ukupno je obradeno 3207 hemokultura, uzoraka uzetih od

bolesnika hospitaliziranih u Opcoj bolnici Virovitica.

4.1. Ucdestalost pozitivnih hemokultura tijekom promatranog razdoblja i raspodjela

prema dobi, spolu bolesnika i prema najucestalijim izolatima

Iz tablice 3. vidljiv je prikaz rezultata uzorkovanih hemokultura po godinama, odnos
ukupnog broja obradenih hemokultura i njihovih pozitivnih izolata, odnosno negativnih

izolata u promatranom razdoblju od 1. 1. 2011. do 31. 12. 2015. godine.

Tablica 3. Raspodjela pozitivnih i negativnih hemokultura tijekom petogodisnjeg razdoblja u

Opcoj bolnici Virovitica

Godina Pozitivan Negativan Ukupno
2011 N 78 534 612
% 12,7 % 87,3 % 100,0 %

2012 N 100 561 661
% 15,1 % 84,9 % 100,0 %

2013 N 94 546 640
% 14,7 % 85,3 % 100,0 %

2014 N 102 553 655
% 15,6 % 84,4 % 100,0 %

2015 N 110 529 639

% 17,2 % 82,8 % 100,0 %

UKUPNO N 484 2723 3207
% 15,1 % 84,9 % 100,0 %

N — broj pozitivnih / negativnih hemokultura

(Izvor podataka: Arhiva Djelatnosti za mikrobiologiju, ZZJZ Viroviticko - podravske

Zupanije)

15



4. REZULTATI

Provedenim statistickim testiranjem rezultata pozitivnih i negativnih uzoraka hemokultura u
odnosu na ukupan broj obradenih uzoraka, koji se odnose na podatke iz tablice 3. ne postoji
statisti¢ki znadajna razlika (X2 (4, N = 3207) = 5,077, p = 0,279).

Od ukupno 3207 hemokultura pozitivno je bilo 484 (15,1 %) uzorka, i to 246 (14,2 %)
uzoraka kod pacijenata muskog spola, te 238 (16,1 %) uzoraka kod zenskog spola, $to je

vidljivo u tablici 4.

Tablica 4. Raspodjela bolesnika prema spolu tijekom petogodisnjeg razdoblja u Opcoj bolnici

Virovitica
Pozitivan / negativan Ukupno
Pozitivan Negativan
Spol  muski N 246 1482 1728
% 14,2 % 85,8 % 100,0 %
Zenski N 238 1241 1479
% 16,1 % 83,9 % 100,0 %
Ukupno N 484 2723 3207
% 15,1 % 84,9 % 100,0 %

N — broj pozitivnih / negativnih hemokultura prema spolu
(Izvor podataka: Arhiva Djelatnosti za mikrobiologiju, ZZJZ Viroviticko - podravske

Zupanije)

Provedenim statistiCkim testiranjem rezultata pozitivnih i negativnih uzoraka hemokultura
prema spolu ispitanika iz tablice 4. zakljuCuje se da ne postoji statisti¢ki znacajna razlika (X2

(1, N = 3207) = 2,142, p = 0,143).
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Tablica 5. Raspodjela pozitivnih i negativnin hemokultura ispitanika prema dobnim

skupinama tijekom petogodiSnjeg promatranja u Opcoj bolnici Virovitica

Pozitivan / negativan Ukupno
Pozitivan Negativan
Dob 0-14 N 38 150 188
% 7,9 % 55 % 59 %
15-24 N 12 97 109
% 2,5 % 3,6 % 3,4 %
25-34 N 3 195 198
% 0,6 % 7,2 % 6,2 %
35-44 N 19 134 153
% 3,9% 4,9 % 4,8 %
45 - 54 N 56 387 443
% 11,6 % 14,2 % 13,8 %
55 - 64 N 95 572 667
% 19,6 % 21,0% 20,8 %
> 65 N 261 1188 1449
% 53,9 % 43,6 % 45,2 %
Ukupno N 484 2723 3207
% 15,1 % 84,9 % 100,0 %

N — broj pozitivnih / negativnih hemokultura prema dobnoj skupini

(Izvor podataka: Arhiva Djelatnosti za mikrobiologiju, ZZJZ Viroviticko - podravske

Zupanije)

U tablici 5. su prikazane dobne skupine bolesnika s pozitivnim nalazima hemokultura

te je provedenim statisti¢kim istrazivanjem utvrdena statisticki zna¢ajna razlika, (X? (6, N =

3207) = 46,697, p = 0,000), iz Cega proizlazi da je najveci broj pozitivnih hemokultura bio u

dobnoj skupini viSe od 65 godina, odnosno 53,9 %.
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Tablica 6. Raspodjela Gram pozitivnih i Gram negativnih izolata, te izolata gljiva tijekom

petogodisnjeg promatranja izoliranih iz hemokultura u Opc¢oj bolnici Virovitica

Gram negativni izolati N (%) Gram pozitivni izolati N(%)
Escherichia coli 127 (25,6) KNS 95 (19,1)
Klebsiella pneumoniae 38 (7,6)  Staphylococcus aureus 52 (10,5)
Pseudomonas aeruginosa 30 (6,0) Enterococcus faecalis 12 (2,4)
Enterobacter spp. 20 (4,0)  Streptococcus pneumoniae 12 (2,4)
Acinetobacter baumanii 16 (3,2)

Ukupno (%) 231 (46,5) 171 (34,4)

Ostali izolati (¢iji ukupan broj ne prelazi 10 izolata)

Gram negativni izolati N Gram pozitivni izolati N
Proteus mirabilis 9 Difteroidi 8
Klebsilla oxytoca 8 Streptococcus viridans 7
Morganella morganii 7 Enterococcus faecium 4
Serattia spp. 7 BHS - B 4
Acinetobacter spp. 5 Propionibacterium spp. 3
Salmonella enteridis 5 BHS - A 2
Pseudomonas spp. 5 BHS - C 1
Citrobacter spp. 3 BHS - G 2
Haemophilus influenzae 3

Haemophilus spp. 1

Neisseria menigitidis tip B 2

Campylobacter jejuni 1

Agregatibacter actynomicetens

Salonella typhimurium 1

Bacteroides spp. 1

Ukupno - ostali (%) 59 (11,9) 31 (6,2)
Ukupno Gram - 290 (58,4) Ukupno Gram + 202(40,6)
Gljive

Candida albicans 4

Candida spp. 1 UKUPNO (%):

Ukupno (%) 5(1,0) 497 (100,0)

N - broj izolata hemokultura prema ucestalosti

(Izvor podataka: Arhiva Djelatnosti za mikrobiologiju, ZZJZ Viroviticko - podravske

Zupanije)

U Tablici 6. i 7. - kao i na slikama 2 i 3 je prikazana ucestalost i medusobni odnos
najvaznijih uzro¢nika sepse medu skupinama i vrstama izolata tijekom petogodiSnjeg
ispitivanja.
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58,4

40,6

1,0

Gram negativni  Gram pozitivni Gljive

Slika 2. Prikaz ucestalosti uzro¢nika sepse prema skupinama uzro¢nika od 1. 1. 2011. do 31.

12. 2015. godine (%) u Opcoj bolnici Virovitica

(Izvor podataka: Djelatnost za mikrobiologiju, ZZJZ Viroviticko - podravske Zupanije)
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Slika 3. Ucetalost izoliranih bakterija iz hemokultura u periodu od 1. 1. 2011. do 31. 12.
2015. Godine (%) u Opcoj bolnici Virovitica
KNS — koagulaza negativan stafilokok

(Izvor podataka: Djelatnost za mikrobiologiju, ZZJZ Viroviticko - podravske Zupanije)
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Tablica 7. Raspodjela klinicki najvaznijih izolata iz hemokultura i odnos rezistentnih i

osjetljivih sojeva unutar vrste u promatranom periodu od 1. 1. 2011. do 31. 12. 2015. godine u

Op¢oj bolnici Virovitica

2011 2012 2013 2014 2015 Ukupno
Gram negativne bakterije
o _ N 20 27 22 18 23 110
Escherichia coli % 952 964 957 692 793 86,6
N 1 1 1 8 6 17
Escherichia coli ESBL +
% 4,8 3,6 4,3 30,8 20,7 13,4
_ _ N 8 4 4 4 3 23
Klebsiella pneumoniae % 1000 57.1 50,0 50,0 42.9 60,5
N 0 3 4 4 4 15
Klebsiella pneumoniae ESBL + % 0,0 42,9 50,0 50,0 57,1 39,5
0
_ N 4 6 4 7 9 30
Pseudomonas aeruginosa % 13,3 20,0 13,3 2313 30’0 100,0
: . N 4 0 4 5 3 16
Acinetobacter baumanii % 571 0.0 100,0 833 100,0 76.2
Gram pozitivne bakterije
Staphylococcus aureus N o ! 12 > 17 >0
Phy % 1000 875 92,3 100,0  100,0 96,2
Staphyl MRSA N 0 ! ! 0 0 2
aphylococcus aureus
phy o 00 125 77 0,0 0,0 38

N — broj izolata hemokultura

(Izvor podataka: Arhiva Djelatnosti za mikrobiologiju, ZZJZ Viroviticko - podravske

Zupanije)

4.2. Prikaz osjetljivosti najcescih izolata hemokultura na antibiotike

U okviru ovog istazivanja na slikama 4, 5, 6, 7 i 8 prikazani su rezultati

rezistencije na antibiotike za najvaznije Gram negativne uzro¢nike: E. coli, K.

pneumoniae, A. baumanni, P. aeruginosa i S. aureus u razdoblju od 1. 1.2011. — 31. 12.

2015. godine.
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Slika 4. Otpornost na antibiotike sojeva E. coli izoliranih u Op¢oj bolnici Virovitica u periodu
od 2011. - 2015. godine

(Izvor podataka: Djelatnost za mikrobiologiju, ZZJZ Viroviticko - podravske Zupanije)

ATB - antibiotik, AMP - ampicilin, AMC — amoksicilin + klavulonska kiselina, PTZ -
piperacilin + tazobaktam, CXM - cefuroksim, CZD — ceftazidim, CRO - ceftriakson, FEP -
cefepim, ETP - ertapenem, IPM - imipenem, MEM - meropenem, CIP - ciprofloksacin, GMN
- gentamicin, AKN — amikacin, SXT - trimetoprim + sulfametoksazol.

Kod E. coli se primje¢uje porast otpornosti na odredene antibiotike i to posebno
izrazeno u 2014. i 2015. godini Sto se moze povezati sa pojavom povecanog broja ESBL

izolata E. coli. (Tablica 7.)

Na slici 4 je takoder prikazano kako se poveéava udio E. coli otporne na ko -
amoksiklav sa 9,0 % u 2013. godini na 42,3 % u 2014. godini i 27,6 % u 2015. godini. Isto
tako je vidljiv i porast otpornosti na cefalosporine 3. generacije (ceftriakson, ceftazidim) i 4.
generacije (cefepim), tako da je od 2011. - 2013. godine neosjetljivih izolata bilo < 11,0 % da
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bi u 2014. godini otpornost iznosila 30,8 % za cefepim i 34,6 % kod ceftazidima i
ceftriaksona, a u 2015. godini 20,7 % kod cefepima, a 24,1 % za ceftazidim i ceftriakson.
Osim mehanizma rezistencije na cefalosporine 3. generacije kroz produkciju beta - laktamaza
prosirenog spektra sve ¢e$¢i je 1 mehanizam stvaranja AmpC cefalosporinaza (1) sto je za

sada u malom broju prisutno i medu ispitivanim izolatima E. coli .

Slicna situacija je i kod grupe kinolona ¢iji je predstavnik ciprofloksacin, te kod
gentamicina kao predstavnika aminoglikozida, dok amikacin, drugi testirani aminoglikozid
ima stabilnu osjetljivost i u pet godina pracenja je zabiljeZen samo jedan neosjetljiv izolat na
taj antibiotik. Sto se ti¢e karbapenema (imipenem, meropenem i ertapenem) nije zabiljezen

niti jedan izolat E. coli koji bi bio smanjene osjetljivosti na tu grupu antibiotika. (Slika 4).
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FFIFPLS ST ST E S
Slika 5. Otpornost na antibiotike sojeva K. pneumoniae izoliranih u Opcoj bolnici Virovitica
u periodu od 2011. - 2015. godine

(lzvor podataka: Djelatnost za mikrobiologiju, ZZJZ Viroviticko - podravske Zupanije)

ATB - antibiotik, AMP - ampicilin, AMC — amoksicilin + klavulonska kiselina, PTZ -
piperacilin + tazobaktam, CXM - cefuroksim, CZD - ceftazidim, CRO - ceftriakson, FEP -
cefepim, ETP - ertapenem, IPM - imipenem, MEM - meropenem, CIP - ciprofloksacin, GMN
- gentamicin, AKN - amikacin, SXT - trimetoprim + sulfametoksazol.
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Na slici 5 je prikazana osjetljivost K. pneumonae te je vidljivo da u 2011. godini nije
detektiran niti jedan rezistentan izolat na cefalosporine 3. generacije (ceftazidim, ceftriakson).
U 2012. godini otpornost je ve¢ iznosila 42,9 %, 2013. i 2014. godine 50,0 %, a 2015. godine
¢ak 57,1 %. Unato¢ pojavi izolata K. pneumoniae u Republici Hrvatskoj neosjetljivih na
karbapeneme, niti jedan izolat iz kulture krvi u promatranom razdoblju nije pokazivao

smanjenu osjetljivost na karbapeneme.

Otpornost na kinolone kao i kod cefalosporina 3. generacije nije postojala 2011.
godine, da bi u 2012. godini iznosila 42,9 %, u 2013. 1 2014. godini ¢ak 62,5 % da bi se nesto

smanjila u 2015. godini na jos$ uvijek visokih 57,1 %.

Analizirajué¢i osjetljivost aminoglikozida slicno kao i kod E. coli, otpornost na
gentamicin korelira sa cefalosporinima 3. generacije i kinolonima, dok je osjetljivost na
amikacin stabilna tako da nije zabiljezen niti jedan otporan izolat K. pneumoniae na amikacin.
(Slika 5).
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Slika 6. Otpornost na antibiotike sojeva A. baumannii izoliranih u Op¢oj bolnici Virovitica u
periodu od 2011. - 2015. godine

(Izvor podataka: Djelatnost za mikrobiologiju, ZZJZ Viroviticko - podravske Zupanije)
SAM — ampicilin + sulbaktam, MEM - meropenem, IPM - imipenem, CIP - ciprofloksacin,
GMN - gentamicin, AKN - amikacin, CL - kolistin.
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Na slici 6 je prikazana otpornost A. baumanni na antibiotike, te je uocljivo da je
2011. godine na karbapeneme, ampicilin / sulbaktam i amikacin neosjetljivo bilo 50,0 %
izolata, na ciprofloksacin 75,0 %, a na gentamicin 100,0 %. 2012. godine iz kulture krvi nije
izoliran niti jedan A. baumannii, da bi u 2013., 2014. i 2015. godini svi izolati bili neosjetljivi
na karbapeneme, kinolone i aminoglikozide, dok je neosjetljivost na ampicilin / sulbaktam
iznosila u 2013. godini 50,0 %, u 2014. godini 80,0 %, a u 2015. godini takoder 100,0 %,

odnosno sve sepse bile su uzrokovane multirezistentnim A. baumannii (MRAB).

Od svih testiranih antibiotika osjetljivost je jedino pokazivao kolistin u 100,0 %
izolata, te je on ostao jedini antibiotik koji se mogao primijeniti u lijecenju takvih izolata.
(Slika 6).
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Slika 7. Otpornost na antibiotike sojeva P.aeruginosa izoliranih u Opc¢oj bolnici Virovitica u
periodu od 2011. - 2015. godine

(Izvor podataka: Djelatnost za mikrobiologiju, ZZJZ Viroviticko - podravske Zupanije)

PTZ — piperacilin + tazobaktam, CZD - ceftazidim, FEP - cefepim, IPM - imipenem, MEM -
meropenem, CIP - ciprofloksacin, GMN - gentamicin, AKN - amikacin, CL - kolistin.
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Na slici 7 vidljivo je da je u 2011. i 2012. godini kod svih izolata iz hemokultura
vrste P. aeruginosa osjetljivost bila 100,0 % na sve testirane antipseudomonasne antibiotike
osim gentamicina (otpornost 25,0 %). U 2013. i 2014. godini otpornost se znac¢ajno povecala
tako da od 2013. godine iskazuje porast rezistencije na piperacilin / tazobaktam, cefalosporine
(ceftazidim i cefepim), karbapeneme (imipenem i meropenem) i kinolone (ciprofloksacin). U
2015. godini otpornost se smanjila kod piperacilin / tazobaktama, cefalosporina i

aminoglikozida u odnosu na prethodne dvije godine.

Svi multirezistentni izolati su testirani na kolistin te su pokazali 100,0 %
osjetljivost na taj antibiotik kao i A.baumannii (Slika 6 i 7). Rezistencija na karbapaneme je u
2013. godini iznosila 50,0 %, u 2014. godini na imipenem 28,6 %, a na meropenem 14,3 %, te
u 2015. godini 22,2 % na oba karbapenema. (Slika 7).
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Slika 8. Otpornost na antibiotike sojeva S. aureus izoliranih u Opc¢oj bolnici Virovitica u
periodu od 2011. - 2015. godine

(Izvor podataka: Djelatnost za mikrobiologiju, ZZJZ Viroviticko - podravske Zupanije)

FOX - cefoksitin, ERY - eritromicin, CMN - klindamicin, SXT - trimetoprim +
sulfametoksazol, CIP - ciprofloksacin, GMN - gentamicin, LZD - linezolid, MUP -

mupirocin, VCN - vankomicin.
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Izolati iz hemokulture vrste S. aureus tijekom promatranog perioda su dobro
osjetljivi na gotovo sve testirane antibiotike. Nesto veca otpornost je na eritromicin (23,5 %) u
2015. godini i na klindamicin (20,0 %) u 2014. godini, dok su MRSA izolati dokazani u samo
2 od 52 izolata S. aureus odnosno u 3,8 % i to jedan izolat u 2012. godini i jedan u 2013.
godini (Tablica 7). 1z navedenog se moze zakljuciti da kod S. aureus nema znacajnog porasta

rezistencije na relevantne antibiotike za vrijeme ovog pracenja. (Slika 8).
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Hemokultura je jedina metoda kojom se mogu izolirati razni uzrocnici bakterijemije i
sepse. Sepsa je jedno od najtezih stanja u medicini koje moze dovesti do teske sepse i
septickog Soka, a Cija se smrtnost, ovisno o tezini sepse krece od 10 — 80 %. U SAD - u je
sepsa deseti vodec¢i uzrok smrti (14). Prema etiologiji, glavni uzroénici sepse su Gram
negativne i Gram pozitivne bakterije, zatim gljive, virusi i paraziti (19). Isto tako etiologija
moZze u manjem postotku biti 1 polimikrobna, odnosno da se iz jedne hemokulture izolira vise

vrsta mikroorganizama.

U ovom je retrospektivnom istrazivanju obuhvacen period od pet godina od 2011. do
2015. godine u kojem je u ZZJZ Viroviticko - podravske Zupanije obradeno ukupno 3207
hemokultura, od kojih je pozitivno bilo 484 (15,1 %). Neke studije i istrazivanja su pokazale
pozitivitet hemokultura 18 — 20 % (33, 34, 35). U velikoj studiji provedenoj u SAD - u od
1979 - 2000. godine, do 1987. godine predominantan uzro¢nik sepsi su bile Gram negativne
bakterije, a u svim daljnjim godinama Gram pozitivne bakterije, tako da su 2000. godine
Gram pozitivne bakterije bile izolirane u 52,1 % slucaja, Gram negativne u 37,6 %,

polimikrobne infekcije u 4,7 % , anaerobi u 1,0 % i gljive u 4,6 % slucajeva sepse (7).

Distribucija pozitivnih hemokultura prema spolu iznosila je 14,2 % za muski spol, te
16,1 % za Zenski spol, od ukupno 15,1 % pozitivnih hemokultura, dok je u literaturi navedeno
da je kod muskaraca ve¢éi rizik nastanka sepse nego kod zena (7, 16). Gledajuci prema dobnim
skupinama ocekivano je najveéi broj pozitivnih hemokultura u dobnoj skupini vise od 65
godina, i iznosi 53,9 % (15).

U dobnoj skupini od 0 — 14 godina nalazimo 7,9 % pozitivnih hemokultura, gdje se
najve¢i broj pozitivnih odnosi na novorodenacke bakterijemije i sepse. Broj pozitivnih
hemokultura se zatim smanjuje prema mladoj odrasloj dobi i najmanji je u rasponu od 25 - 34
godine od svega 0,6 %.

Ukupno gledano, od 497 izolata Gram negativnih je bilo 290 (58,4 %), Gram
pozitivnih 202 (40,6 %), gljiva 5 izolata (1,0 %), anaerobnih bakterija 4 (0,8 %) i
polimikrobnih hemokultura 13 (2,7 %), §to bi usporedujuci sa studijom provedenom u SAD -
u (6) pokazalo da su u Opcoj bolnici Virovitica Gram negativne bakterije jo§ uvijek vodeci

uzrocnici sepsi, za razliku od SAD - a, a da je pojedinacno najcesca E. coli $to bi odgovaralo
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podatcima iz medunarodne studije iz 1992. godine koji se odnose na Europu (36). Udio
izolata gljiva 1 polimikrobnih uzro¢nika sepse je kod nas manji nego u navedenoj studiji iz

SAD - a, dok je postotak izoliranih anaeroba priblizno isti (7).

Medu izoliranim uzro¢nicima, pojedinac¢no je naj¢esca E. coli sa 127 izolata odnosno
udjelom od 25,6 %. Kod E. coli se primjecuje porast otpornosti na odredene antibiotike i to na
ko - amoksiklav, cefalosporine 3. i 4. generacije, kinolone i gentamicin, S§to je posebno
izrazeno u 2014. i 2015. godini, a moze se povezati sa pojavom povecanog broja ESBL
izolata E. coli. Na drugom mjestu se nalazi KNS sa 95 izolata (19,1 %) od kojih se jedan dio
moze smatrati i kontaminantama prouzrocenim nepravilnim uzorkovanjem s obzirom da se
radi o bakteriji koja ¢ini normalnu floru koze, ali isto tako uzrokuje bakterijemiju i sepsu kod

bolesnika sa intravaskularnim kateterima, intravenskom i peritonealnom dijalizom.

Na tre¢em mjestu se nalazi S. aureus sa 52 izolata od kojih su 2 izolata MRSA, sto
iznosi 10,5 % od ukupnog broja izoliranih mikroorganizama. Prema medunarodnoj studiji
provedenoj 1992. godine stafilokoki se nalaze na prvom ili drugom mjestu kao uzrocnici
septikemija u SAD - u, a E. coli je najcesce na prvom mjestu u zdravstvenim centrima Azije i
Europe (36) sto je u skladu s rezultatima ovog istrazivanja. Na ¢etvrtom mjestu po ucestalosti
se nalazi K. pneumoniae sa 38 izolata (7,6 %) od kojih je 15 (39,4 %) multirezistentnih beta -
laktamaza prosirenog spektra (ESBL) izolata. Dalje slijedi P. aeruginosa sa 30 izolata (6,0
%), Cest uzro¢nik bolni¢kih infekcija, pa tako i sepsi, naro¢ito kod imunokompromitiranih
pacijenata, zatim rod Enterobacter sa 20 izolata (4,0 %), takoder Cest bolnicki patogen sa
oc¢ekivano viSom otpornos$¢u na antibiotike (1) i na sedmom mjestu se nalazi A. baumannii sa
16 izolata (3,2 %) od kojih su vec¢ina multirezistentni (MRAB) izolati koji su uzrocnici sepse
u bolnickoj sredini. A. baumannii je vrlo znacajan uzro¢nik bolnickih infekcija, osobito
multirezistentni sojevi, koji su vidljivi pogotovo posljednjih godina na podrucju cijele
Republike Hrvatske (naglo Sirenje je pocelo od 2008. godine), te predstavlja veliki problem u
lijecenju teskih infekcija (1). Kada se promatra osjetljivost na antibiotike u periodu od 2011. -
2015. godine, uocljivo je da su od 2013. godine svi izolati otporni na karbapeneme, kinolone i
aminoglikozide, te da je od svih testiranih antibiotika osjetljivost jedino pokazivao kolistin u
100,0 % ispitivanih izolata.

vvvvv

godine uocljiv je znacajan porast multirezistentnih ESBL izolata E. coli u 2014. (udio 30,8 %)
i 2015. godini (udio 20,7 %) u odnosu na 2011., 2012. i 2013. godinu (udio 4,8 %, 3,6 % i
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4,3 %). Takoder je primijecena i pojava ESBL izolata K. pneumoniae od 2012. godine (2011.
godine nije bio zabiljeZen niti jedan izolat), kada je K. pneumoniae ESBL izolirana u 42,9 %,
zatim 2013. i 2014. godine 50,0 %, da bi 2015. godine iznosio 57,1 % od ukupnog broja
izolata ove vrste. K. pneumoniae pokazuje slicnu karakteristiku kao i E. coli samo §to se
multirezistentni ESBL izolati iz kulture krvi po¢inju pojavljivati jo$ ranije, od 2012. godine i
od tada se njihov udio stalno povecava, dok u 2011. godini osim intrinzi¢ne rezistencije na
amoksicilin nije zabiljezena druga otpornost na antibiotike. U Hrvatskoj je inace nagli porast
otpornosti K. pneumoniae na kinolone i cefalosporine 3. generacije zamije¢en 2007. i 2008.
godine (37).

Promatrajuéi izolate vrste S. aureus ne uvida se znacajan porast MRSA izolata za
vrijeme petogodi$njeg pracenja tako da je udio MRSA izolata svega 3,8 %, S$to bi medutim i
inae odgovaralo epidemioloskoj situaciji u odnosu na MRSA izolate u Opcoj bolnici
Virovitica. Kod roda Enterococcus uocen je veéi broj izolata E. faecalis 2011. godine i samo
jedan izolat E. faecium, da bi se taj omjer po¢eo mijenjati 2014. godine, a 2015. godine je bio
veci broj E. faecium nego E. faecalis, koji ujedno ima i manju osjetljivost na antibiotike (svi

sojevi E. faecium su bili otporni na amoksicilin).

Sto se ti¢e polimikrobne bakterijemije, dvije vrste bakterija su bile izolirane u 2,7
% pozitivnih hemokultura. Od bakterija koje su bile prisutne u takvim polimikrobnim
izolatima najcesca je E. coli u 30,8 % izolata, zatim S. aureus i P. aeruginosa 15,4 %, K.
pneumoniae i Enterobacter 11,5 %, A. baumannii u 7,7 % i E. faecalis u 3,8 % izolata. Neke
studije pokazuju polimikrobnu etiologiju od 1,0 % (33) do 4,7 % (7) Sto je u skladu s

dobivenim rezultatima ovog istraZivanja.

Najveéi problem predstavlja pojava povecanog broja otpornih izolata, pogotovo
negdje od sredine promatranog razdoblja. Razlozi takve pojave mogu biti viSestruki, od
poveéane upotrebe antibiotika Sirokog spektra djelovanja i posljedi¢ne selekcije otpornih
izolata i njihovo Sirenje, pogotovo u bolni¢koj sredini, duzeg prezivljavanja i boravka
pacijenata sa teSkom osnovnom boles¢u u JIL - u, pove¢anom uporabom invazivnih naprava i
postupaka (kateterizacija, mehanic¢ka ventilacija) Sto posljedicno dovodi prvo do kolonizacije
takvim multirezistentnim bolni¢kim mikroorganizmima, a zatim i do mogucnosti razvoja
smanjena je mogucénost uspjeSnog antimikrobnog lije¢enja Sto posljednjih godina predstavlja

sve veéi problem, a vjerojatno ¢e u buduénosti biti joS izraZeniji.
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Sepsa je tesko zdravstveno stanje uzrokovano sustavnim upalnim odgovorom
organizma na infekciju, a hemokultura je najznacajnija dijagnosticka metoda u njezinom
dokazivanju. Rezultat nalaza iz hemokulture ovisi o dobroj interpretaciji mikrobiologa u §to
kracem vremenskom roku, te promptnoj suradnji sa kliniarom, $to u konacnici osigurava

ciljanu 1 u¢inkovitu terapiju za pacijenta.

Prema rezultatima provedenog istrazivanja u periodu od pet godina, od 2011. - 2015.
godine iz kultura krvi uzetih od pacijenata hospitaliziranih u Opc¢oj bolnici Virovitica i
obradenih u mikrobiolo§kom laboratoriju Zavoda za javno zdravstvo Viroviti¢ko - podravske
zupanije ukupno je obradeno 3207 uzoraka hemokultura, od ¢ega je 15,1 % pozitivnih, i to
¢esce u pacijenata zenskog spola (16,1 %). Interpretacija podataka po dobnim skupinama

pokazala je najc¢esci pozitivitet kod pacijenata u dobi visoj od 65 godina (53,9 %).

Prema zastupljenosti izolata, ¢e$¢e su izolirani Gram negativni uzro¢nici (58,4 %), od
kojih je najucestalija E. coli (25,6 %), nego Gram pozitivni izolati (40,6 %), od kojih je

nacesce izoliran KNS (19,1 %).

Promatraju¢i osjetljivost pojedinih uzrocnika na antibiotike, uoCena je pojava
viSestruko otpornih izolata, odnosno njihov znacajan porast pocevsi od sredine promatranog
razdoblja. Prvenstveno se to odnosi na vrste E. coli i K. pneumoniae koje produciraju beta -
laktamaze prosirenog spektra, te na A. baumannii, te u manjoj mjeri i na P. aeruginosa, dok

S. aureus nije pokazivao znacajan pomak u porastu multirezistencije.

Dizanjem razine svijesti o problemu rezistencije na antibiotike, pravilnim
provodenjem mjera suzbijanja i sprjeCavanja Sirenja rezistentnih sojeva, koje ukljucuju
kontaktnu izolaciju pri radu sa bolesnicima koji su kolonizirani ili inficirani takvim
multirezistentnim mikroorganizmima moze se sprijeciti njihovo daljnje Sirenje, odnosno

pojava teskih infekcija ukljucujuéi i sepsu.
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Kultura krvi je i pored svojih odredenih ograni¢enja najvaznija dijagnosticka metoda
kojom se mogu izolirati uzrocnici bakterijemije 1 sepse, a test osjetljivosti izoliranih bakterija
na antibiotike predstavlja vazan rezultat za pravilan odabir terapije i uspjesSno provodenje

lijecenja.

U ovom istrazivanju, provedenom za peroid od 1. 1. 2011. do 31. 12. 2015. godine
koristeni su podatci pacijenata hospitaliziranih u Opcoj bolnici Virovitica, a hemokulture
obradene u mikrobioloskom laboratoriju Zavoda za javno zdravstvo Viroviti¢ko - podravske
zupanije gdje je ukupno obradeno 3207 hemokultura prema pravilima struke,

standardiziranim metodama izolacije i identifikacije bakterija.

Prema rezultatima istrazivanja pozitivnih hemokultura je bilo 484 (15,1 %), prema
spolu: 16,1 % kod pacijenata Zenskog spola, odnosno 14,2 % kod pacijenata muskog spola, a
prema dobi, najveci broj pozitivnih hemokultura bio je kod bolesnika iznad 65 godina Zivota
(53,9 %). Prema etiologiji naj¢es$¢i uzro¢nici sepse su Gram negativne bakterije (58,4 %),
zatim Gram pozitivne bakterije (40,6 %) i gljive (1,0 %). NajCeSée izolirana vrsta je
Esherichia coli (25,6 %), zatim koagulaza negativan Staphylococcus spp. (19,1 %) i

Staphylococcus aureus (10,5 %).

Promataraju¢i osjetljivost pojedinih uzro¢nika na antibiotike primjecuje se pojava
otpornih izolata i njihov znacajan porast negdje od sredine promatranog razdoblja. Posebice
treba istaknuti E.coli ESBL kada je udio ESBL izolata za 2011. godinu iznosio 5,0 %, za
2012. — 3,7 %, za 2013. - 4,5 %, dok je u 2014. godinu udio porastao na 44,4 %, te 2015.
iznosio 26,1 %. Sli¢an trend pratila je i Klebsiellla pneumoniae, kada 2011. godine nije
zabiljezen niti jedan ESBL izolat, 2012. godine udio ESBL izolata je iznosio 43,0 %, 2013. i
2014. godine narastao na 50,0 %, dok je 2015. iznosio 60,0 % od ukupnog broja izoliranih K.
pneumoniae. U 2011. godini izolirano je 50,0 % multiplorezistentninh Acinetobacter
baumannii (MRAB) izolata dok je trend rezistencije bio istaknut u 2013., 2014. i 2015. godini
kada je broj MRAB izolata iznosio 100,0 %. Povecana otpornost, u nesto manjoj mjeri
prisutna je i kod izolata Pseudomonas aeruginosa, dok S. aureus nije pokazivao znacajan

porast multirezistencije u promatranom razdoblju.
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7. SAZETAK

Kod sepse uzrokovane visestruko oOtpornim izolatima smanjena je moguénost
uspjesnog antimikrobnog lijeCenja, Sto posljednjih godina postaje sve veci problem, te je zbog
toga nuzno poduzimati sve potrebite mjere koje bi sprjecavale Sirenje takvih

mikroorganizama, odnosno smanjio njihov udio u etiologiji sepse.

Kljuéne rijeci: bakterijemija, sepsa, hemokultura, antibiotik, otpornost.
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8. SUMMARY

8. SUMMARY
The etiology and microbological diagnosis of bacteriemia and sepsis in a secondary

care hospital

Despite of its specific limitations, blood culture is the most important diagnostic
method that can isolate the cause of bacteremia and sepsis, and a sensitivity test of isolated
bacteria to antibiotics presents an important result for the proper choice of therapy and

successful implementation of treatment.

In this study conducted during the period of 1. 1. 2011 - 31. 12. 2015 the data of
patients hospitalized at the General Hospital of Virovitica were used, and blood cultures were
processed in the microbiological laboratory of the Department of Public Health of Virovitica -
Podravina County, where a total of 3207 blood cultures were processed in accordance with

professional rules, standardized methods of isolation and identification of bacteria.

According to the results of the study, there were 484 (15,1 %) of positive blood
cultures, by gender, 16,1 % in female patients, and 14,2 % in male patients, and by age the
highest number of positive blood cultures was observed in patients over 65 years of age (53,9
%). According to the etiology, the most common causes of sepsis are Gram - negative bacteria
(58,4 %), followed by Gram - positive bacteria (40,6 %) and fungi (1,0 %). Most commonly
isolated species is Esherichia coli (25,6 %), followed by coagulase - negative Staphylococcus

spp. (19,1 %) and Staphylococcus aureus (10,5 %).

When examining the sensitivity of certain causes to antibiotics one can notice the
appearance of resistant isolates and their significant increase starting somewhere in the middle
of the observed period. In particular E. coli ESBL should be mentioned, when the percentage
of ESBL isolates in 2011 was 5,0 %, in 2012 — 3,7 %, in 2013 - 4,5 %, while in 2014 the
percentage increased to 44,4 %, and in 2015 decreased to 26,1 %. A similar tendency was
observed in case of Klebsiella pneumoniae, when in 2011 not a single ESBL isolate was
registered, in 2012 the percentage of ESBL isolates was 43,0 %, which increased in 2013 and
2014 to 50,0 %, and in 2015 presented 60,0 % of the total number of isolated K. pneumoniae.
In 2011 50,0 % of Multi - resistant Acinetobacter baumannii (MRAB) isolates were isolated,
while the resistance tendency was highlighted in 2013, 2014 and 2015, when the percentage
of MRAB isolates increased to 100,0 %. Increased resistance to a lesser extent can be found
in isolates of Pseudomonas aeruginosa, while S. aureus didn't show a significant increase of

multiple resistance in the observed period.
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8. SUMMARY

In case of sepsis caused by multiple resistant isolates the possibility of a successful
antimicrobial treatment is reduced, which becomes a growing problem in the recent years, and
therefore it is important to take all necessary measures to prevent the dissemination of such

microorganisms, or to reduce their percentage in the etiology of sepsis.

Key words: Bacteremia, sepsis, blood cultures, antibiotic, resistance.
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PRILOG 1: Tehnika uzimanja krvi za hemokulturu



Tehnika uzimanja krvi za hemokulturu

Krv je uzorkovana venepunkcijom, BD Vacutainer® sustavom, 21 G x 3/ 4" x 7" (0,8
x 19 mm x 178 mm), Becton, Dikinson and Company Franklin Lakes, NJ 07417 USA, EC
REP BD, Belliver Industrial Estate, Plymouth. PL6 7BP. UK, sljede¢im protokolom:

1. Potrebno je dezinficirati ¢ep bocCice 70 % izopropilnim alkoholom, pricekati otprilike
1 min. da alkohol ispari.

2. Ispalpirati venu.

3. Dezinficirati mjesto venepunkcije, 70 % izopropilnim alkoholom ili antiseptikom za
kozu, u koncentricnim krugovima od sredine prema periferiji, pri¢ekati otprilike 1
min. da alkohol ispari.

4. Ponovna palpacija vene moguca je samo sa sterilnim rukavicama.

5. Glavna varijabla za otkrivanje bakterijemije je koli¢ina krvi za hemokulturu, prema
preporuci proizvodaca optimalan volumen za djecu je 1 - 3 mL, a za odrasle 8 - 10
mL, najmanje 2 seta hemokultura.

6. Jedan set ¢ine 2 bocCice (acrobna i anaerobna) oduzete s jednog mjesta venepunkcije.
Drugi set ¢ine ponovno dvije bocice (aerobna i anaerobna) oduzete s drugog mjesta
venepunkcije. Pomocu zasticenog nastavka za punkciju bocice, najprije se inokulira
aerobna, a zatim anaerobna bocica.

7. Inokulacija jedne bocice za hemokulturu se ne preporuca, jer pritom pada osjetljivost
metode i vrlo je teSko interpretirati znacajnost izolata pogotovo kada se izoliraju vrste
bakterija koje mogu biti kontaminanti i znacajni patogeni (npr. koagulaza negativni
stafilokoki, korinebakterije, proprionibakterije). Ovisno o klinickom stanju bolesnika,
oba seta se ne moraju inokulirati odmah, npr. jedan set se uzme prije oc¢ekivanog
porasta temperature, a drugi, ponovno kod ocekivanog porasta temperature, ali se
uzorkovanje oba seta mora zavrSiti unutar 24 sata. Uzimanje seta takoder ovisi 0O
hitnosti pocetka primjene empirijske antimikrobne terapije.

8. Inokulirane bocice se moraju odmah dostaviti u mikrobioloski laboratorij, a ukoliko to
nije moguce, ostaviti ih na sobnoj temeraturi do transportiranja u laboratorij, ne duze
od 24 sata, a prema preporuci proizvodata u skladu sa ustrojstvom rada
mikrobiologkog laboratorija ZZJZ VPZ.

9. Uzimanje krvi mora biti takvo da se moguénost kontaminacije bakterijama normalne

flore koze svede na najmanju razinu u strogo asepti¢énim uvjetima.



PRILOG 2: Izolacija uzro¢nika iz kulture krvi



Izolacija uzro¢nika iz kulture krvi

Za izolaciju mikroorganizama iz krvi koristi se ve¢i broj nutritivno bogatih podloga
koje se komercijalno proizvode. Uglavnom se danas ve¢ tvornicki dodaje 0,025 - 0,05 % SPS
- a (polianetolsulfonat) ¢ija je uloga antikoagulans, koji ¢e sprijeéiti da se mikroorganizimi
koji bi bili u koagulumu ne mogu izolirati. Takoder ima antikomplementarno i antifagocitno
djelovanje, te antilizozimsko djelovanje. Bocica sadrzi i druge aktivne sastojke: digestivni
bujon na bazi kazeina iz soje (SCB), digestiv Zivotinjskog tkiva, saharozu, hemin, vitamin Bs,
natrij karbonat. Pored tekuce podloge, komercijalne bocice su uglavnom punjene i atmosferom

CO21 N2, tako da u njima mogu rasti i aerobni i anaerobni mikroorganizmi.

Za inokulaciju su se koristile bo¢ice BD BACTEC, Plus Aerobic / F, Culture Vialis,
30 mL, Becton, Dikinson and Company, Sparks, MD 21152, EC REP Bene Limited,
Shannon, county Clare, Ireland. Inokulirane bocice stavljale su se u aparat za obradu
hemokultura, Bactec 9050, serijski br. 2856, godina proizvodnje 1996., pocetak rada 2. 2.
1998., kapacitet spremnika: 50 uzoraka. Proizvoda¢: Becton, Dikinson and Company, Sparks,
Maryland 21152 USA. Sustav je automatiziran tako da zvuénim i svjetlosnim signalom
alarmira pozitivnu hemokulturu, odnosno ispisom na LCD monitoru signalizira negativnu
hemokulturu nakon 5 dana inkubacije, te se takav nalaz izdaje kao ,,sterilan®. U periodu od 5

dana 95 % hemokultura pokazuje pozitivitet.



PRILOG 3: Identifikacija uzro¢nika sepse i test osjetljivosti



Identifikacija uzro¢nika sepse i test osjetljivosti

Konacan cilj identifikacije bakterija iz krvi je dobivanje to¢nih podataka o osjetljivosti
na antimikrobne lijekove, odredivanje roda, odnosno vrste izolirane bakterije, Sto je od
iznimne vaznosti iz slijede¢ih razloga: odredivanje adekvatne empirijske antimikrobne
terapije, utvrdivanje ishodiSta bakterijemije 1 dobivanje epidemioloskih podataka o kretanju
infekcija na odjelu. Nakon signalizacije aparata, nakon §to senzor aparata izmjeri poveéanje
fluorescencije koje je proporcionalno povecanju koli¢ine CO2 (nastalog nakon §to
mikroorganizmi metaboliziraju supstrat iz bocica), detektirana pozitivna hemokultura

obraduje se odmah.
Algoritam za identifikaciju poraslih bakterija iz hemokulture:

1. Radi postupka ubrzanja dijagnoze radi se mikroskopski preparat sedimenta dobivenog
centrifugiranjem jednog dijela hemokulture 1500 okretaja / 5 min. Centrifuga Sigma 1
- 6, godina proizvodnje 2005. Preparat se boji metodom po Gramu, koji je korisna
smjernica za zapocCinjanje / korekciju antimikrobne terapije, te izradu antibiograma
kao preliminarnog nalaza. Promatra se oblik, veli¢ina, bojanje, prostorni raspored
izolata.

2. Klini¢aru se odmah javlja pozitivan preliminarni nalaz, prema mikroskopskom
preparatu. Ukoliko je antibiogram nacinjen u jutarnjim satima - isti je mogucée u
poslijepodnevnim satima javiti telefonski, kao preliminarni nalaz. Sutradan se javlja
konaéni rezultat identifikacije uzro¢nika i testa osjetljivosti, te izdaje nalaz. Veéina
klinicki znacajnih bakterijemija automatiziranom metodom detektira se unutar 48 sati,
a fungemija nakon 72 sata.

3. Paralelno se pristupa subkultivaciji na krutim podlogama, krvnom agaru, McConkey
agaru za diferencijaciju Gram negativnih bakterija na laktoza - pozitivne i laktoza -
negativne izolate, te ukoliko je potrebno na ¢okoladni agar, Schaedler agar ili CAN:
agar - komercijalnu kromogenu podlogu za detekciju gljiva.

4. Ostali brzi i jednostavni biokemijski testovi, komercijalni imunokemijski testovi
(kitovi) mogu dati znacajne orijentacijske smjernice. Rutinski se koriste testovi za

ispitivanje aktivnosti enzima: katalaza, oksidaza (Oxidase test strips, Biolife, Milano,

Italy).



Za potvrdivanje B - hemoliti¢nih streptokoka koriSteni su komercijalni kitovi Pastorex
™ Strepto A - G, Biorad, France, za potvrdivanje S. auerus - Pastorex ™ Staph - plus,
Biorad, France, za potvrdivanje MRSA - Slidex®MRSA Detection, bioMerieux,
France, za S. pneumoniae - Slidex®Pneumo - Kit, bioMerieux, France, te za
Haemophilus influenzae Cefinase™, BBL, BD, USA, za Salmonellae - SSI®
Salmonellae, Statens serum Institut, Denmark, za Campylobacter (za diferencijaciju
C.coli / C.jejuni) — Hippurate test Disk, Remel, USA sa pripadaju¢im Ninhydrin 3,5 %
reagensom.

5. Klasi¢ni biokemijski testovi se izvode uglavnom u epruvetama, a temelje se na
dodatku definiranih supstrata (monosaharida ili aminokiselina), te se pomocu
dodatnog indikatora promatraju metaboli¢ka svojstva bakterija koja se koriste u smislu
identificiranja na razini roda, odnosno vrste. U rutini se koristi: dvostruki, Kligler -
iron Secer, MIL (manitol — indol - lizin), citrat agar, urea, FEA (fenilalanin), te DNA -
agar.

Za manji broj izolata koristili su se dodatni komercijalni testovi, API ®- sustavi, bioMerieux,
France, kao §to su: api ® 20E, api ® NH, api ®STAPH, api ®A, ATB ™ANA EU (08) api
®STREPTO, api ® NE, api ® rapid 1D 32A.

Izrada antibiograma provodila se inokulacijom izolata za testiranje u fizioloSku otopinu api
®NaCl 0,85 % Medium, 2 mL, po McFarland standradu 0,5, izmjerenog na denzitometru,
nakon Cega se suspenzija ispitivanog soja sterilnim antibiogramskim Stapi¢em aplicira na

Miille r- Hinton agar, Certifikat d.o.0, Osijek.

6. Pomocu dispenzera diskova na inokuliranu plo¢u Miiller - Hinton, odnosno FATB
agar (s dodatkom ov¢je krvi) apliciraju se diskovi odredene koncentracije antibiotika,
Biorad, France.

7. Kod nekih izolata potrebno je napraviti i MIK (ispitivanje minimalne inhibitorne

koncentracije) koji se izvode pomoc¢u E - testova, bioMerieux, France.
8. Tako napravljeni antibiogrami inkubiraju se u termostatu 24 sata / 37 °C nakon cega

se pristupa oc€itavanju i interpretaciji rezultata.



