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Mikrobioloska diagnostika:
kdaj, kaj, kako?

Helena Ribi¢
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Ljubljana, 2. 6. 2025

Vsebina

Splosni napotki, kdaj odvzem za mikrobiolosko preiskavo

vzorci iz zgornjih in spodnjih dihal (bris Zrela, sputum, bris za PCR, POCT)

hemokultura

bris rane

bris ocesne veznice

urin — sredniji curek za urinokulturo

urin — prvi curek za SPO

feces

Namen mikrobioloSke
diagnostike W

« ugotoviti povzrocitelja okuzbe

« opredeliti ustrezno protimikrobno zdravilo )
4

* (nadzorne kuznine: ugotoviti nosilstvo dolocene b.)

« spremljanje (uspesnosti) zdravljenja, €e je indicirano

o
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Za preiskavo se odlo€imo le v primeru:

Ce bo rezultat preiskave vplival na odloéitve glede
nadaljnje obravnave in /ali zdravljenja bolnika?

Medicinski mikrobioloski laboratoriji v Sloveniji

NLZOH
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Navodila na spletnih straneh mikrobiolo$kih laboratorijev
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Medicinska mikrobiologija

0dvzem, hranjenje in transport
vzorcev

v

B 0ovzem intransport vzorcev za BAKTERIOLOSKE, MIKOLOSKE IN PARAZITOLOSKE PREISKAVE
B 0cvzem intransport vzorcev za MOLEKULARNE PREISKAVE

2a DOLOCANJE ANTIGENOV IN PROTITELES

B ocvzem intransport vzore

B 0cvzem in transport vzorcev za preiskave NADZORNIH KUZNIN
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10. Likarjev simpozij (2021): ODVZEM IN TRANSPORT Vsak bioloski vzorec je

VZORCEV ZA MIKROBIOLOSKE PREISKAVE

« enkraten, pogosto nenadomestljiv, dragocen

Zbornik prosto dostopen: spletna stran IMI: Sekcija za klinicno mikrobiologijo . X
« odvzame ga le za odvzem usposobljeno osebje

. ke pri od se ne da nad titi !

2% imisi/strokovna-srecanja/
« vedno predstavlja tveganje za tistega, ki z njim rokuje:

Strokovna srecanja

« z vsemi vzorci ravnamo kot s potencialno kuZnim materialom

uporabimo ustrezen material in pripomocke

+ uporaba osebne varovalne opreme (standardni higienski ukrep)

Vsa strokovna srecanja « aseptitno

razkuzevanje rok pred in po

Pravilna izbira in odvzem vzorca Pravilna izbira in odvzem vzorca
(mesto, vrsta kuznine, tehnika odvzema, transportno
gojis¢e, hranjenje,...) . Kuznina - znagilna za ) bolezen in

preiskavo V

Posvet z mikrobiologom, e je potrebno, Se

« praviloma pred protimikrobnim zdravljenjem
posebej v primerih: ‘

« pred nanosom lokalnega anestetika

+ material za odvzem kuznine:

preiskavo redko naroéamo (npr. bacil davice)
hudo bolna oseba
sum na zelo ob¢utljiv mikrob

zelo kuzen material (npr. sum na brucelozo) — potrebno
opozoriti laboratorij za zascito laboratorijskih delavcev

« sterilna posodica (za npr. koS¢ek tkiva)

« bris s transportnim goji§¢em za kulturo L
(bakterije, glive)

« bris z gojis¢éem za PCR(1-3ml; ali ster. FR)

« koli¢ina vzorca (npr.blato na bakterije/viruse/CD/parazite)
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Mikrobioloska diagnostika Odvzem brisa: .

NEPOSREDNO UGOTAVLJANJE POVZROCITELJA -
« osamitev povzroditelja (bakterije, glive), identifikacija, antibiogram, .. * bris omoc¢imo s FR £
« dolocitev bakterije, glive neposredno iz vzorca hemokulture — MALDI- 4
TOF —

« z mikroskopiranjem (ocena kakovosti vzorca — npr. izmecek) . 3 - kratni obrat in/ali zadriimo na mestu

dokaz antigenov (Ag) v kuznini (HAGT)

dokaz nukleinskih kislin (NK) v kuznini (PCR- reakcija pomnoZevanja

nukleinske kisline s polimerazo; angl. polimerase chain reaction; RT-PCR; —
drugo) * v ustrezno gojisce

dolo¢anje zaporedja nukleotidov v NK - sekvenciranje

POSREDNO

« dokaz specifi¢nih protiteles proti Ag povzrogitelja (bakterije, virusi, paraziti)
v serumu

Bakterije — vecina raste na gojiscih

Zakaj potrebujemo kulturo bakterij?
(mikrobioloski laboratorij)

Odvzem brisa
rane, rela

Molekularno dolo¢anje
mehanizmov odpornosti

virulenénih dejavnikoy, idr.
(MALDI TOF-MS: matrix-assisted (genotipsko)

laser desorption/ionization time of
flight mass spectrometry,)

IDENTIFIKACIJA bakterij,
kvasovk: masna spektrometrija

ngrpretdata ot Antibiogram, 6 F%‘/
doloc¢anje mehanizmov N
odpornosti (fenotipsko) A‘)
Generate MALDLTOF
‘proine specinim

Preparation of
target piate.
Select colony or
brocess biood
Cliture bottle

unknown
Microorganism

Prednosti/ slabosti molekularnih metod HAGT - hitri antigenski testi
Prednosti: Slabosti/ omejitve: N dni dokaz MO SARS-CoVL2

« za MO, ki ne rastejo na gojiscih + najdemo le tisto, kar i§¢emo eposredn! dokaz (npr. -Cov-2)

« hitrost . gggiggxg;g""’ée"e gene ali Ni pomnozevanja!

« visoka specificnost
« dobra obcutljivost

ne izklju¢ujejo drugih MO ali
lastnosti Temelji na reakciji antigena virusa (N-protein) s protitelesom, ki je v testu. Ko se
* ne maremo odkritl novih MO antigen poveZe s protitelesom, zaznamo kot &rto v testu (koloidno zlato)
nimamo kulture MO za
nadaljnje preiskave
(npr.antibiogram, tipizacija)

¢—Glycoprotein spike (S)

" i | * lazno pozitivni rezultati . 0 ) \ )\ .\
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POCT: PCR ali imunski test (Ag/PT) ?
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SEROLOSKE METODE

* toksoplazmoza * hepatitis A

« sifilis * hepatitis B

» Lymska borelioza * hepatitis D
* hepatitis C

« oSpice * hepatitis E

* rdecke « HIV

« infekcijska

mononukleoza
* KME

Posredno dokazovanje okuzb —
SEROLOSKE METODE

« dokaz specificnih protiteles v bolnikovem serumu
« potrditev akutne okuzbe:
- prisotnost specificnih protiteles IgM

« serokonverzija

« pomemben porast IgG

Tonzilofaringitis

« Streptokokna angina? Centorjevi kriteriji:

Criteria Point

Temperature >38°C
No cough

Tender anterior cervical adanopathy
Tonsilar swelling or exudate

{

Age 1544 yeai
e g -
o A
4 sisy
5 203
H i
« 0-2: bris ni potreben e o8

3 - 4: bris Zrela in hitri antigenski test (streptokok A)

« v primerjavi s kulturo: obcutljivost 86 % — 94 %, specificnost 295 %, NNV: 93 % - 97 %,
PNV: 77% - 97 %

Ag test negativen: otroci 2 3 let, adolescenti: drugi bris in kultura?
(streptokok C, streptokok G, Arcanobacterium)
Vir: ESCMID Sore Throat Guideline Group, 2012

Akutna okuzba dihal

« povzrocitelji ve€inoma virusi (izcedek
iz nosu, kaselj, hripavost, ...)

* ne zdravimo z antibiotikom

« simptomatsko zdravljenje, pogovor z
bolnikom

Bris zrela

tonzile in Zrelo dobro osvetlimo

prikazemo si celotno Zrelo - z lopar¢kom pritisnemo jezik navzdol

mocno obri§emo predel tonzil, tonzilarnih loZ, zadnjo steno Zrela, vneta podrodja,
bele pike, obloge

« Ce so prisotne membrane, obris§emo sluznico pod njimi

izogibamo se predelom jezika, zob, dlesni; bris vioZimo v transportno gojisce in
ustrezno oznagimo

CONTROLLNE | 'VESYRESULYUNE
° ] [] o oot | | i ot sy |
C ) ) [ smee
. rtuass




Pljuénica, akutni bronhitis, eksacerbacija KOPB v domacem okolju
antibiotik (atb) izkustveno

preverimo po 72 urah
ob neuspesni izkustveni TH (in zapleti)

v

MIKROBIOLOGIJA (EMCM 2012)

Pljugnica:
Streptococcus pneumoniae,
Haemophilus influenzae,
Staphylococcus aureus,
Moraxella catarrhalis,

Kiebsiella pneumoniae

Eksac. KOPB: + Pseudomonas aeruginosa, drugi GNB

KULTURA (bakterije) /\ RT-PCR (virusi, atipicne baklerije)

Izmecek (sputum)

Sum na bakterijsko okuzbo spodnijih dihal: Gramski razmaz in kultura,
antibiogram
« mikrobioloski lab: ocena kakovosti sputuma makroskopsko in
mikroskopsko
w P i

¥ i i o

Ustrezna Kakovost o
>
smann e | [ e
vidnem polju pri 100 p. =] B

Na spremnem listu je potrebno posebej oznaditi:

- cisti¢na fibroza (inkubacija gojis¢ 5 dni)
« ob naro€ilu preiskav:

« Legionella pneumophila

« Burkholderia cepacea

« glive

Sum na TBC - posebno narocilo, UK Golnik, NLZOH Maribor
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Odvzem vzorca za kulturo pri pljuénici

« vzorec naj ne bi bil kontaminiran s saprofitno mikrobioto:
+ vzorci iz primarno sterilnih mest: hemokultura, punktat plevralnega prostora,

« izmecek (sputum), induciran izmecek, aspirat

“It is easy to collect expectorated sputum, but it is difficult to
analyse it. “

Izmecéek (sputum) za kulturo

Potrebno strogo upostevanje navodil (EMCM):

prvi jutranji izmecek

pred odvzemom si s krtacko umije zobe in temeljito splakne usta, odstrani
ustno protezo

lahko svetujemo, da popije kozarec vode

bolnik globoko izkaslja v sterilno posodico z navojem

najprimerneje v laboratorij takoj (v 2 urah), sicer najkasneje prihodnji dan
Zzjutraj, hranimo pri 4 do 8°C.

Zbiranje sputuma ve¢ ur, celo popoldne ali preko noc¢i ni primerno!

Ag test na Streptococcus pneumoniae
iz urina
Indikacija: pri odraslih ob hudi pljuénici, ¢e ne dobimo sputuma

oziroma ta ni ustrezen. (otroci so zelo pogosto nosilci S.p., zato
nizka specificnost testa), EMcM

test hiter, obcutljivost pri bakterijski plju¢nici 77 % - 89 %;
specificnost 80 % - 99 %

izlo¢anje pnevmokoknega Ag $e 7 dni po uspe$nem zdravljenju z
ATB

* vzorec urina

«  po predhodnem ciscenju spolovila bolnik ujame urin v sterilno posodico (ni potreben
srednji curek)

« odvzem iz katetra: urin odvzame usposobljeno osebje z asepticno s punkcijo.




Ag test na Legionella pneumophila iz
urina

Samo za L. pneumophila serogrupa 1

* vzorec urina

«  po predhodnem cis¢enju spolovila bolnik ujame urin v sterilno posodico (ni potreben
srednji curek)

« odvzem iz katetra: urin odvzame usposobljeno osebje z asepticno s punkcijo.
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NajpogostejSe metode v molekularni
mikrobioloski diagnostiki

+ RT-PCR je PCR v realnem ¢asu:
- za specifiénega povzrogitelja (npr. virus influence)
« Za skupino povzrociteljev (npr. GX: v. influenzae, RSV, SARS-CoV2)
« multiplex PCR — paneli, sindromski pristop, razli¢ni paneli:
« respiratorni (22 povzrociteljev)
* pljuénica

« gastrointestinalni
« povzrogitelji spolno prenosljivih okuzb,

Virusne okuzbe dihal

* PCR, Ag testi

+ Kiljuéen je pravilen odvzem:

« mesto odvzema: NF? nos? zrelo? Nasal  Nasopharyngeal
« pravilna tehnika
* ustrezen bris / =

« prihodnost: izdihan bioaerosol

Sample swab

Odvzem krvi za hemokulturo W

- urgentna kuznina

« stekleni¢ke odvisne od aparata v laboratoriju

« iz periferne vene (iz OVK le ob sumu na katetrsko sepso)
= &im prej (? ko zatne temperatura narascati),

« Ce je le mogoce, preden damo antibiotik

+ najmanj dva para hemokultur (odrasli: aerobna HK ni dovolj!)
v intervalu 5-10 min (obi¢ajno 2 — 3 pare) — po moznosti iz
razliénih odvzemnih mest — npr. 1. iz ene roke, 2. iz druge.

« sledimo navodilom laboratorija, koli¢ina obi¢ajno:
« odrasli: 5-10 ml
- otroci: 1-3 ml

« poskrbimo za takojSen transport v laboratorij

Molekularni testi — virusi in atipiéne bakterije
Najpogostejsi povzrogitelji okuzb v domacem okolju: rhino, RSV, influenca; sledijo
hMPV, parainfluenca,...

« multiplex RT-PCR
+ odvzem vzorca zgodaj v poteku bolezni

« bris NF (potreben odvzem celic resp.epitela)

Virusi:
« v transportnem goji$éu za viruse ali FR
P 90l Adenovirus
. Coronavirus (lo¢i: 229, HKU1, NL63, OC43)
PRIMER PANELA:
SARS-CoV-2
Human Metapneumovirus
Bakterije:
. Human Rhinovirus/Enterovirus
Bordetella pertussis
Bordetella parapertussis Influenza A virus
Chlamydia pneumoniae Influenza A virus (loci: A/H1, A/H3, A/H1-2009)
Mycoplasma pneumoniae Influenza B virus

Parainfluenza virus (loci: tip 1, 2, 3, 4)
RSV

Urgentne preiskave W

« oznacitev “nujno”

« telefonska stevilka, na katero laboratorij javi rezultat

* (za klinika: telefonska Stevilka bolnika)
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Okuzbe rane Preiskava rane na patogene bakterije

- mikrobioloska preiskava rane samo, &e so prisotni lokalni (rana Rane - praviloma bogato poseljene z razli¢nimi bakterijskimi vrstami.

vneta, povegana, rde¢ rob, eksudat) ali sistemski znaki Zato: bris odvzamemo po predhodni toaleti rane.

odstranimo kraste, obloge, odmrlo tkivo, morebitne tujke

« kdaj preiskava na anaerobe? rano intenzivno ocistimo s sterilno fiziolosko raztopino,

okolico rane po potrebi razkuzimo, ko se posusi, prebriSemo s FR

kjer vnetje napreduje, mo¢no pobrisemo z brisom:
« Levinova tehnika: 1 em?, pritisk na rano 5 sek

« Z-tehnika, 1 cm?, cik-cak

Odvzem ko$¢ka tkiva (inv. poseg, ki ej bole¢, potrebna ekipa)

pustula: bris odvzamemo z dna lezije

bris vioZimo v transportno gojis¢e

hranjenje, transport pri 20 do 25 °C, najve¢ 24 ur

Okuzbe rane Bris oéesne veznice
Kliniéne informacije; nujne za mikrobiologa.

* anatomsko mesto Na patogene bakterije (kultura
« zomocenim brisom (FR) dobro obri§emo veznico spodnje veke in forniksa
(obrisemo gnojni izcedek)
+ UGRIZ - KATERA ZIVAL? CLOVEK? (podalj$ana inkubacija gojis¢, + odvzamemo vzorec iz vsakega oéesa posebej
povzrogitelji) - transportno gojisce za kulturo

« diabeti¢no stopalo (pomembni anaerobi), druge kroni¢ne rane

« akutna/kroni¢na rana + hranimo na sobni temperaturi, v lab ¢im hitreje, najveé 24 ur

« akutne (stafilokoki, streptokoki)
Preiskava na klamidijo, viruse (PCR)

+ gnoj in izcedek odstranimo s prvim brisom, ki ga zavrzemo

« drugo, npr: stik z morsko vodo (Vibrio vulnificus), ... + zdrugim brisom moéneje obriSemo sluznico (zajem celic
+ transportno gojis¢e za PCR ali FR

« kroni¢ne (tudi enterobakterije, pseudomonas, dr. )

Okuzbe secil , o ”
Interpretacija rezultatov je odvisna od nacina odvzema
urina — potreben podatek na napotnici:

-
obéutljivost anamneze 50 do 80 % -‘ meja pozitivnosti
nacin odvzema urina Stevilo izolatov CFU/ml
moski Zenske
+ Do 2025: zapletena / nezapletena okuit / T
* nezapletena okuzba: (ESS;;';";S; s;g:'- 100 103"
* uretritis — oba spola Sredniji curek urina, akutni cistitis Sapioptylcus)
g - - 1vrsta 10° (109) 104 (109)
- cistitis, akutni pielonefritis X
nenosece zenske 18-50 let brez g \ gt 10° 100
dejavnikov (18-65 let) urin z enkratno katetrizacijo; iz . X
nefrostome, ureterostome ali 1ali2 et 102 102
+ EUA2025: v cistostome s katetrom
« lokalizirane/sistemske okuzbe
le trajnega katetra najveé 3 vrste 103 105
* ponovitev okuzbe? * nezapleteni cistitis
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...in od diagnoze

meja pozitivnosti

okuzba Stevilo izolatov
CFU/mL
1vrsta 10°
Akutni pielonefritis, srednji curek
urina
2 vrsti 10*

v
Akutni prostatitis, srednji curek y 1ali 2 vrsti 103

potreben podatek na napotnici!

Kdaj vzorec fecesa za mikrobiolosko preiskavo?
Po tem, ko izlo¢imo ne-infekcijske vzroke.
Vzorec za koprokulturo :

zelo bolni, z vztrajajoco ali zelo 1 TT ( EMCM: 2 40°C)
huda driska z dehidracijo

pogosto odvajanje tekocega blata in/ali primesi gnoja
in/ali sluzi

Razlog in druge

abdominalna bole¢ina

. - o informacije
+ nedavno potovanje v endemi¢na podrocja s
sporo&imo
« driska pri imunsko oslabeli osebi mikrobiologu
< v primeru epidemije, mnozi¢ne zastrupitve s hrano na napotnici

velika moZnost prenosa na druge osebe

KVCB, bolniki s pridruzenimi boleznimi Vir: EMCM, 2012

Kdaj preiskava fecesa na parazite?

Razlog in druge
informacije
sporo¢imo

mikrobiologu -na

napotnici

« driska 2 10 dni
« driska pri imunsko oslabeli osebi
< nedavno potovanje

Vir: EMCM, 2012

Druge patogene ugotavljamo v posebnih
okolis¢inah
+ nedavno antibiotik: Clostridioides difficile (lahko Ze prvidan ali ve¢ tednov po)

« krvava driska, sum na HUS, pseudoapendicitis: EHEC/STEC,
(enterohemoragi¢na E. coli; E. coli, ki tvori Sigatoksin), Yersinia spp., Shigella
spp. (dizenteri¢ni sindrom, griza)

krvava driska — tudi Entamoeba histolytica (amebna dizenterija)

potovanja: ETEC (enterotoksigena E. coli, termostabilni enterotoksin) / STEC /
EHEC

potovanje v (sub)tropske kraje: ETEC, Vibrio parahaemolyticus, Aeromonas
spp., EIEC,...

vodena driska: Vibrio cholerae, Cyclospora cayetanensis, Cryptosporidium

perzistentna driska: Giardia, Cryptosporidium

po navodilih epidemiologa (mnoZi€ne zastrupitve s hrano, hidri¢na epidemija,
druge epidemije... Vir: EMCM, 2012

Ay,
Odvzem vzorca fecesa L QS
lad

Cim prej po zaéetku kliniénih znakov, praviloma pred zdravljenjem z
antibiotiki.

* ne sme biti kontaminirano z urinom ali vodo

* ne sme vsebovati ostankov Cistil ali razkuZil

« v ustrezno (namensko ali sterilno) posodico za blato:
« za 1 le$nik mehkega/formiranega blata oz.
« 2 mL tekocega blata, vendar ne veé¢ kot 1/3 posodice

« hranimo pri + 4 do 8°C, v laboratorij ¢&im prej po odvzemu
(kultivacija do 24 ur, PCR do 24 — 48 ur).

Ce bolnik ne odvaja in pri majhnih otrocih:

* BRIS REKTUMA

bris vstavimo v analni kanal priblizno 2 cm globoko in ga premikamo
od strani do strani ali nezno vrtimo;

previdno izvle€emo in vstavimo v transportno gojiS¢e. Za preiskavo
na patogene bakterije mora imeti na povrsini blato.

hranimo pri + 4 do 8 °C, ¢im prej posljiemo v laboratorij




Primer - multipleks RT- PCR (FA)

BACTERIA:
DIARRHEAGENIC ESCHERICHIA COLUSHIGELLA:
Campylobacter (C. jsjuni / C. coli / C. upsaliensis)
p'v (Cel P 4 Enteroaggregative E. coll (EAEC)
Clostridioides (Clostridium) difficile (toxin AIB) N
Enteropathogenic E. coli (EPEC)

Pleziomonas shigefioides: Enterotoxigenic E. coli (ETEC) Itst

Salmonelle ‘Shiga-fike toxin-producing E. coli (STEC) sbc1/stx2
Yersinia enterocolitica S ——
Vibrio (V. parahaemolyticus / V. vulnificus / V. cholerae)
Shigella/Enteroinvasive E. coli (EIEC)
VIRUSES:
Adenovirus F40/41

PARASITES:

Cryptosporidium
Astrovirus yprosHs

Cyclospora cayetanensis
Norovirus GI/GII Yelospors cays

Entamoeba histolytica

Rotavirus A

Sapovirus (1, II, IV, and V)

Giardia lamblia

28.05.2025

Povzrodéitelji spolno prenosljivih okuzb

RT-PCR - sindromski pristop :

Chlamydia trachomatis
Neisseria gonorrhoeae
Mycoplasma genitalium, hominis

Ureaplasma urealyticum, parvum

Trichomonas vaginalis
(HSV 1in HSV 2)
(HPV 6, 11)

prisoten izcedek iz se€nice - bris za kulturo gonokoka

prvi curek urina (najmanj 2 do 3 ure po mokrenju), 10 ml ﬂ \wa
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