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Mikrobiološka diagnostika: 
kdaj, kaj, kako



Odvzem vzorcev - pravila

• Odvzem  pravega vzorca za pravo preiskavo ob pravem času

• Če je le mogoče odvzem vzorca pred začetkom antibiotičnega 
zdravljenja (kultivacija!)

• Odvzem dovolj velike količine vzorca (likvor!)
• Preprečevanje kontaminacije
• Uporaba pravile embalaže
• Obvezno označevanje vzorcev
• natančno izpolnjen spremni list
• Čimprejšnji transport v laboratorij pod ustreznimi pogoji
• KOMUNIKACIJA s kliničnim mikrobiologom in laboratorijem!









E-naročanje mikrobioloških preiskav
Modul E-naročanje: 
• spletna rešitev za elektronsko naročanje 

preiskav v LIS 
• enoten spletni grafični uporabniški 

vmesnik vsem naročnikom preiskav
• možna integracija v vsak IS naročnika



Način odvzema kužnin 
za mikrobiološko preiskavo

• Z obrisanjem vnetih predelov (npr. bris žrela)

• S postrganjem epitelija (npr. sečnice, mehurčkov na koži)

• Z izkašljanjem/aspiracijo izločka dihal

• S prostim mokrenjem ali defekacijo

• S punkcijo (eksudat, kri, likvor, gnoj)

• S kirurškim posegom (odzem koščkov tkiva, biopsija)



Bris za preiskavo 
na patogene bakterije

Bris za preiskavo 
na viruse (pr. VZV)

Tkivo, telesne tekočine, invazivno odvzeti vzorci

Brisi (bakteriološke preiskave)
• omejen volumen
• enostavna kontaminacija
• za neposreden pregled razmaza 2 brisa !!!
• Različni materiali konic (vpliv na preiskavo)
• Vpliv transportnih gojišč



Kam shranjujemo odvzete kužnine?
• V sterilne posodice, lončke, epruvete
• Direktno v gojišča za kultivacijo

(hemokultura)
• Transportna gojišča (za anaerobe, za 

viruse, klamidije,…)

Kako transportiramo kužnine?
• Čim hitreje (do 2 uri/do 24 ur)
• Pomembna ustrezna temperatura

• sobna T, telesna T, hladilna 
torba/4°C, suhi led

• Kužnino vedno spremlja Spremni list 
s podatki o bolniku in obolenju, 
kužnini, željeni preiskavi in 
pošiljatelju s kontaktno telefonsko 
številko



DIAGNOSTIKA VIRUSNIH OKUŽB



Razlogi za diagnostiko virusnih okužb

• Etiološka potrditev bolezni zaradi možnosti specifičnega zdravljenja

• Etiološka potrditev zaradi nadzora bolnišničnih okužb

• Dokazovanje/preverjanje imunskega statusa

• Epidemiološko spremljanje okužb



Diagnostika virusnih okužb

NEPOSREDNA DIAGNOSTIKA:
• Direktne mikroskopske preiskave

• Elektronska mikroskopija - samo v kužninah z visoko koncentracijo 
virusov (> 106 virusov/ml)  blato, mehurčaste kožne lezije

• Kultivacija & identifikacija povzročitelja
• NE v rutinski klinični diagnostiki

• Direktna detekcija antigenov

• Dokaz genoma (DNA/RNA)
• Samo specifični testi!

POSREDNA DIAGNOSTIKA
• Dokaz imunskega odgovora - „serologija“



Diagnostika virusnih okužb:
neposredna diagnostika

• Ali je prisoten virus XY?
• virusna nukleinska kislina (Ag) je/ni v 

kužnini

• Koliko je virusa XY v ml kužnine?
• Določanje virusnega bremena –

količina virusne nukleinske kisline v 
kužnini 

• IU/ml, št. kopij/ml (NE Ct vrednost!)
(HIV, HBV, HCV, CMV, EBV)

• Genotipizacije virusov (HCV, HPV)

• Ugotavljanje odpornosti virusa na 
protivirusna zdravila 
(HIV, HBV, HCV, CMV)

• Kužnine:
• Kri (serum, plazma, polna kri)
• Likvor
• Urin
• Blato
• Izpirki
• Kužnine spodnjih dihal
• Vzorci tkiva
• Brisi (+transportno gojišče za 

viruse!)



Diagnostika virusnih okužb:
posredna diagnostika

• „serologija“

• Specifična protitelesa v 
bolnikovem serumu (slini)

• potrditev akutne okužbe:
• prisotnost specifičnih 

protiteles IgM
• serokonverzija ali 
• pomemben porast 

koncentracije IgG (parni 
vzorci!)

Pomembno v diagnostiki okužb z:

• infekcijska mononukleoza (EBV)
• klopni meningoencefalitis(virus 

KME)
• hepatitis A(HAV)
• hepatitis B(HBV)
• hepatits D (HDV)
• okužba s HIV
• rdečke
• ošpice
• mumps



DIAGNOSTIKA OKUŽB Z 
BAKTERIJAMI IN GLIVAMI





• Katere patogene bakterije so v kužnine?
• Preiskava na „patogene bakterije“

• Ali je bakterija XY v kužnini?
• ciljane preiskave na točno določenega bakterijskega 

povzročitelja

• Kombinacija VZOREC + PREISKAVA opredeli nabor gojišč, pogoje 
kultivacije in trajanje preiskave



Pomembni patogeni, ki jih ne moremo dokazati s preiskavo na „patogene 
bakterije“

• Mikoplazme
• Klamidije
• Legionele
• Mikobakterije
• Nokardije, aktinomicete
• Bordetella pertusis
• Borelije, treponeme, leptospire
• Erlihije, rikecije, anaplazme
• Tropheryma whipplei
• Neisseria gonorroheae

Ciljane preiskave
• Specifična kultivacija
• PCR idr.



Diagnostika okužb z bakterijami in glivami:
neposredna diagnostika - antigenski testi

• Možno pri posameznih bakterijah in glivah

• Dokaz bakterijskih antigenov neposredno v kužnini s pomočjo specifičnih 
protiteles:
• Hitri antigenski testi:

• Streptococcus pyogenes – bris žrela
• Streptococcus pneumoniae – urin, likvor
• Legionella pneumophila – urin 
• Toksin Clostridioides difficile – blato 

• Antigenski testi:
• galaktomananski antigen - Aspergillus spp 
• β-D glukan – večina gliv (izjeme: zigomicete, Cryptococcus spp.)
• Cryptococcus neoformans antigen
• Legionella pneumophila – urin 



Diagnostika okužb z bakterijami in glivami:
neposredna diagnostika – molekularni testi

• Počasi rastoče bakterije
• Mikobakterije, Bordetella pertusis, borelije

• Patogene bakterije, ki so zahtevnejše za kultivacijo in rutinsko določanje 
občutljivosti ni nujno potrebno
• Klamidije, mikoplazme, legionele, Bordetella pertusis

• Patogene bakterije, ki so zahtevne za kultivacijo oz. jih ni mogoče kultivirati
• Rikecije, erlihije, Coxiella burnetii, Bartonella spp., Tropheryma whippleii



Diagnostika okužb z bakterijami in glivami:
neposredna diagnostika – molekularni testi

• Bakterije: detekcija 16S podenote bakterijskega ribosoma in sekvenciranje
• Glive: detekcija ITS regije ribosomalnega operona gliv in sekvenciranje

• „nespecifična“ molekularna preiskava
• Primerna za primarno sterilne kužnine
• Postopek daljši
• Predhodno zdravljenje z antibiotiki

• Lahko neuspešna kultivacija

• Ni podatka o občutljivosti za antibiotike!



Diagnostika okužb z bakterijami in glivami:
specifična kultivacija



Diagnostika okužb z bakterijami in glivami:
posredna diagnostika

• Dokaz imunskega odgovora na antigene patogenih bakterij in gliv –
„serologija“



PREISKAVA NA PATOGENE 
BAKTERIJE IN GLIVE



Preiskava na patogene bakterije in glive

≥105 bakterijskih celic / ml kužnine 

→ vidne v mikroskopskem preparatu iz kužnine 

≥102 - 103 bakterijskih celic / ml kužnine 

→ rast na trdnem gojišču

≥10 bakterijskih celic / ml kužnine 

→ rast v tekočem gojišču



Preiskava na patogene bakterije in glive:
neposredni mikroskopski pregled

BARVANJE PO GRAMU: 
• Kdaj: likvor, druge primarno sterilne kužnine

kužnine spodnjih dihal (AT/BAL/sputum)
• prvi presejalni korak, ki lahko usmeri diagnostiko  hitri in poceni rezultati 
 lahko pomagajo usmeriti antibiotično zdravljenje
• različna sestava celične stene bakterij GP in GN bakterij & morfološki 

podatki  razlike v pričakovani občutljivosti za antibiotike (naravna 
odpornost!)

• Omejitve: 
• omejena natančnost in ločljivost
• nekateri mikroorganizmi se ne obarvajo po Gramu (mikobakterije, 

klamidije, treponeme…)
• mikroorganizmi so lahko neviabilni ali pa se niso (več) sposobni 

razmnoževati  dokončna informacija po končani kultivaciji 



Preiskava na patogene bakterije in glive: 
neposredni mikroskopski pregled

GLIVE: INDIJSKO ČRNILO GLIVE: CALCOFLUOR WHITE



Preiskava na patogene bakterije in glive: 
osamitev na gojiščih

NACEPITEV & INKUBACIJA

• Gojišča – trdna in/ali tekoča
• Bogatitvena
• Diferencialna
• Kromogena…

• Pogoji za rast – hranila, temperatura, atmosfera (zrak, CO2, anaerobno…)

Izbor gojišč & način  in trajanje kultivacije je odvisen 
od kužnine, preiskave in iskanih patogenov

• Inkubacija – večinoma 1-2 dni (tudi 5 dni in več)



Preiskava na patogene bakterije in glive: 
osamitev na gojiščih

ODČITAVANJE
• dnevno pregledovanje

• Izolacija čiste kulture

IDENTIFIKACIJA

1-2 dni

3 min – 1 ura



Preiskava na patogene bakterije in glive: 
določanje občutljivosti za antibiotike

DOLOČANJE OBČUTLJIVOSTI ZA ANTIBIOTIKE

• FENOTIPSKO TESTIRANJE
• Standardizirano testiranje – EUCAST

• Gojišče, atmosfera, temperatura, 
trajanje

• Standardizirana interpretacija – EUCAST
• Klinične kategorije! S/I/R

• Nabor antibiotikov: odvisen od bakterijske
vrste, osnovni nabor določen na SKUOPZ



Preiskava na patogene bakterije in glive: 
osamitev na gojiščih

DOLOČANJE OBČUTLJIVOSTI ZA ANTIBIOTIKE

1 dan



Preiskava na patogene bakterije in glive: 
določanje občutljivosti za antibiotike

DOLOČANJE OBČUTLJIVOSTI ZA ANTIBIOTIKE
• Prednosti: 

• sočasno testiranje različnih 
antibiotičnih kategorij, 

• neodvisnost od osnovnih 
meh.odpornosti

• rezultat kategoriziramo na podlagi 
smernic  opredelimo ali lahko 
pričakujemo klinični odziv na 
zdravljenje. 

• Slabosti: 
• odvisnost od hitrosti rasti bakterij, 

hitrosti izražanja mehanizmov 
odpornosti 

• hitrost rasti odpornih sevov v primeru 
sočasne prisotnosti občutljivih in 
odpornih sevov iste vrste. 

• Redko uporabljani antibiotiki niso v 
naboru



Preiskava na patogene bakterije in glive: 
določanje občutljivosti za antibiotike



Preiskava na patogene bakterije in glive: 
določanje občutljivosti za antibiotike



IZPOSTAVLJENOST
• Izpostavljenost povzročitelja protimikrobnemu zdravilu na mestu 

okužbe je odvisna od:
• Načina aplikacije
• Odmerka
• Odmernega intervala
• Trajanja infuzije
• Razporeditve protimikrobnega zdravila
• Presnove protimikrobnega zdravila
• Izločanja protimikrobnega zdravila

• Izpostavljenost povzročitelja na mestu okužbe povečamo s 
prilagoditvijo režima odmerjanja, načina aplikacije. Povečana je 
lahko tudi zaradi naravnega koncentriranja na mestu okužbe

RAZLIKA MED S IN I JE V KOLIČINI ZDRAVILA, KI JE POTREBNA, 
DA DOSEŽEMO USTREZEN KLINIČNI ODZIV

Preiskava na patogene bakterije in glive: 
določanje občutljivosti za antibiotike



vrstno specifične razmejitvene vrednosti

Vrstno specifične 
razmejitvene vrednosti 

S ali I  klinični dokazi, da je 
antibiotik uporaben za 

zdravljenje okužb s to vrsto/ 
rodom.

Muller et al. CMI 2015



vrstno nespecifične razmejitvene vrednosti

Nabor testiranih antibiotkov:
• Prilagodljiv! 
• Pomemben podatek o že 

uvedeni antibiotični 
terapiji



Preiskava na patogene bakterije in glive: 
določanje občutljivosti za antibiotike

PODROČJE TEHNIČNE NEGOTOVOSTI (ATU)
• pri nekaterih kombinacija bakterija:antibiotik je tehnična negotovost tako 

velika, da resno vpliva na rezultate antibiogramov = ATU ("area of technical 
uncertainty"). 

• ATU praviloma ni rezultat antibiograma – laboratorij v takšnih primerih z 
alternativno metodo poskuša opredeliti občutljivost 

• disk difuzija - ATU rezultat MIK z mikrodilucijo
• Če pri izolatu zanesljive kategorije za določeno zdravilo ni mogoče določiti, 

izdamo rezultat kot ATU: S*/I*/R* - rezultat ni zanesljiv.

ATU: 17-19 mm
16 mg/L



Preiskava na patogene bakterije in glive: 
določanje občutljivosti za antibiotike

Komentar:
• Prenosljivost rezultata občutljivosti testiranega antibiotika 

na druge antibiotike
• Omejitve za določene vrste okužb (cistitis, meningitis)
• Omejitve glede na način aplikacije (po/iv)
• Opozorila glede velikosti odmerka

„Kritična značilnost“:
• Pojasnilo in opozorilo mehanizma odpornosti: MRSA, 

ESBL, CRE, CPE…
• Opozorilo na povečano tveganje za razvoj odpornosti



Preiskava na patogene bakterije in glive: 
osamitev na gojiščih

HEMOKULTURA 
1. Aparat javi pozitivno hemokulturo
2. Gramski razmaz

3. Direktna identifikacija z MALDI-TOF
4. Telefonsko obveščanje oddelka
5. Nacepitev na gojišča + direktni 

antibiogram glede na gramski 
razmaz/direktno identifikacijo

1. Zvečer se lahko javi rezultat direktnega antibiograma (odvisno od trajanja 
inkubacije plošč, bakterijske vrste)

& DIREKTNA ID



Preiskava na patogene bakterije in glive: 
osamitev na gojiščih

URINOKULTURA KOPROKULTURA          KUŽNINE SPODNJIH DIHAL



Preiskava na patogene bakterije in glive: 
Določanje občutljivosti za antibiotike

Hitre metode za določanje občutljivosti za antibiotike?
• Skrajševanje trajanja testiranja s klasičnimi metodami  cca 8h

• Vsi mehanizmi rezistence se ne bodo zanesljivo izrazili 
lahko lažno negativni rezultati

• Posebno prilagojeni interpretacijski kriteriji
• spreminjanje antibiotičnega zdravljenja v dežurstvu?

EUCAST RAST
• RAST = rapid antimicrobial susceptibility test
• po 4, 6 in 8 urah 
• E.coli, K.pneumoniae, P. aeruginosa, S. aureus, 

S. pneumoniae, E. faecalis, E. faecium, A. 
baumannii





Preiskava na patogene bakterije in glive: 
Določanje občutljivosti za antibiotike

Hitre metode za določanje občutljivosti za antibiotike?

• Molekularno določanje občutljivosti za antibiotike
• Določamo posamezne znane rezistenčne gene
• Določimo lahko samo verjetno odpornost!



Sindromska mikrobiološka diagnostika

• Hkratno zaznavanje različnih patogenov z enim molekularnim 
diagnostičnim testom

• Koristno predvsem pri okužbah, ki jih lahko povzroči več različnih vrst 
patogenov
• Sepsa (iz pozitivne hemokulturne stekleničke)
• Okužbe osrednjega živčevja (likvor)
• Okužbe dihal (kužnine iz dihal)
• Infekcijska driska (blato)

Ramanan P et. al. Syndromic Panel-Based Testing in Clinical 
Microbiology. Clin Microbiol Rev 2017;31(1):e00024-17.

ID brez AST!



• laboratorijske preiskave morajo biti usmerjene na podlagi:
• anamneze
• kliničnega pregleda

• Interpretacija rezultatov mikrobioloških preiskav  glede na 
senzitivnost in specifičnost testov

• Posvet s kliničnim mikrobiologom v primeru nejasnosti po potrebi:
• Pred odločitvijo o preiskavi
• Ob odločitvi o preiskavi
• Pri interpretaciji rezultatov
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