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Infekcije krvotoka su vazan problem zdravstvenog sustava buduéi se u Europi svake godine
zabiljezi oko 1,200.000 epizoda infekcija krvotoka. Odgodena primjena adekvatnog lijecenja
povezana je s loSijim ishodom za bolesnika a brza i tocna identifikacija uzro¢nika i rezultat
osjetljivosti na antimikrobne lijekove znacajno doprinose boljoj zdravstvenoj skrbi.>23

Unatoc razvoju novih tehnologija, hemokulture se i dalje smatraju zlatnim standardom odnosno
referentnom metodom u dijagnostici uzro¢nika infekcija krvotoka i sepse. Posebno znacajnu
ulogu za uspjesSnost hemokultura kao dijagnosticke metode te njihovu standardizaciju je imalo
uvodenje automatiziranih sustava za inkubaciju hemokultura 90-tih godina proslog stoljeéa.*>

Danas primjena hemokultura u dijagnostici infekcija krvotoka i sepse stoji pred novim izazovima.
Zadnjih nekoliko godina doslo je do razvoja brzih metoda temeljenih na novim tehnologijama
Cija se uloga u procesu obrade hemokultura i utjecaj na poboljsanje lijecenja i smanjenje
mortaliteta jo$ definira. Njihova pojava i implementacija sa sobom donosi i dodatna pitanja o
njihovoj ucinkovitosti i isplativosti koja ée se teSko vidjeti ukoliko se ne optimiziraju i ostali,
osobito predanaliti¢ki parametri u postupku obrade: priprema mjesta venepunkcije, optimalni
volumen krvi, sto ranije zapocCimanje inkubacije odnosno stavljanje u uredaj za hemokulture,
promptna obrada hemokulture koju je uredaj oznacio kao pozitivhu.>14

Suboptimalni parametri predanaliticke faze su Cesto povezani s organizacijom i na¢inom rada
vecine mikrobioloskih laboratorija. Prema zadnjem istraZivanju jo$ uvijek se samo u 42 %
europskih laboratorija inokulirane bocice za hemokulturu stavljaju u uredaj tijekom 24 sata / 7
dana u tjednu, samo 13 % laboratorija zapocinje obradu pozitivnih hemokultura tijekom 24 sata
a manje od 5 % ima sluzbu organiziranu na nacin da se tijekom 24 sata rezultati identifikacije i
ispitivanja osjetljivosti validiraju i ¢ine dostupnima klini¢arima.*®

U novije vrijeme vaZnost predanalitickih ¢imbenika i njihov utjecaj na uspjesnost dijagnostike
dovela je i do prepoznavanja vaznosti kontrole kvalitete i pracenja indikatora kvalitete tijekom
obrade hemokultura na koje je takoder skrenuta pozornost ovim smjernicama.'®



2. TERMINI | DEFINICIJE

2.1. BAKTERUEMUA
Bakterijemija je prisutnost Zivih bakterija u krvi dokazana pozitivnim hemokulturama.

Kandidemija je prisutnost blastokonidija Candida spp. u krvi dokazana pozitivnim
hemokulturama. U hemokulturama rjede mogu porasti i ostale vrste gljiva (npr. Fusarium spp,
Scedosporium spp), ali s obzirom da su izolati Candida spp. najceséi, smjernice se odnose i u
tekstu se koristi isklju¢ivo termin kandidemija.

Prisutnost Zivih mikroorganizama u krvi pacijenta ima veliku dijagnosticku i prognosti¢ku
vaznost. Kada se mikroorganizmi dijele brzinom koja prelazi kapacitet retikuloendotelnog
sustava, koji ih uklanja iz krvi, rezultat je bakterijemija ili kandidemija. Perzistentna bakterijemija
ili kandidemija moZe biti posljedica neuspjele obrane domacina da lokalizira infekciju u
primarnom Zaristu i / ili neuspjelog pokusaja lijecnika da ukloni, drenira ili na odgovarajuéi nacin
lije¢i lokaliziranu infekciju.t’

Najéeséi izvori bakterijemije su intravaskularni kateteri, mokraéni sustav i donji respiratorni
sustav te potom intraabdominalne infekcije, infekcije koze i mekih Cesti i bilijarni sustav.
Bakterijemija se pojavljuje tijekom mnogih sistemskih i lokaliziranih infekcija prema raznim studijama u
50 do 80 % pacijenata s meningitisom, 5 do 30 % pacijenata s pneumonijom, 20 do 70% pacijenta s
piogenim artritisom, 30 do 50 % pacijenata s osteomijelitisom i 5 do 90% pacijenata s infekcijama
uzrokovanim gonokokima i meningokokima. Kod 13-21% bolesnika izvor bakterijemije ostaje
nepoznat.1®20

Polimikrobna bakterijemija je relativno rijetka i nalazi se u otprilike 4,7% svih septickih epizoda.
U odredenim populacijama pacijenata, hemokulture pozitivhe na dva ili viSe mikroorganizama
mogu varirati od 10% u djece do gotovo 30% u imunokompromitiranih pacijenata. Vadenje zuba
predstavlja jedan od poznatih riziénih faktora za polimikrobnu bakterijemiju. Polimikrobna
bakterijemija sa Pseudomonas aeruginosa ima vedéi rizik smrtnosti i ¢eSéa je kod starije
populacije.??

Kandidemija nastaje kod bolesnika s rizicnim ¢imbenicima kao Sto su prisutnost intravaskularnih
katetera, kirurski zahvati (osobito abdominalni), totalna parenteralna prehrana, imunosupresija
zbog transplantacije solidnih organa i krvotvornih matic¢nih stanica, hematoloske i ostale
maligne bolesti te prethodna upotreba antibiotika.??



Prolazna bakterijemija je najc¢eséi oblik bakterijemije koji traje samo nekoliko minuta ili sati te
spontano nestaje uklanjanjem bakterija iz krvi fagocitozom u jetri i slezeni. Nastaje nakon
manipulacije s inficiranim tkivima (npr. apsces, furunkul i celulitis), invazivnih postupaka na
anatomskim mjestima s koloniziranom sluznicom (stomatoloski zahvati, postupci u urologiji kao
Sto su cistoskopija, dilatacija uretre i kateterizacija mokra¢nog mjehura), usisnog pobacaja,
endoskopskih postupaka te kirurskih postupaka koji ukljucuju kolonizirana podrucja

(transuretralna resekcija prostate, vaginalna histerektomija i debridement inficiranih
opeklina).’
Povremena ili intermitentna bakterijemija je karakterizirana ciklicnim odstranjivanjem i

ponovnim pojavljivanjem bakterija u krvi naj¢es¢e povezanim s postojanjem infektivnog Zarista
kao Sto je nedrenirani apsces (intraabdominalni, zdjeli¢ni, perinefriticki ili jetreni apscesi, apsces
prostate), pneumonija, pijelonefritis i osteomijelitis. Apscesi ovoga tipa su najéesci uzrok vrudice
nepoznata porijekla.t’

Trajna ili kontinuirana bakterijemija nastaje kod infekcije smjeStene unutar krvozilnog sustava,
osobito kod akutnog i subakutnog infektivhog endokarditisa te infekcija vaskularnog presatka.
Pri tome je najcesée rije¢ o bakterijemiji niskog stupnja odnosno prisutnosti izrazito malenog
broja bakterija u krvi §to oteZava njeno otkrivanje. Ovaj obrazac je vidljiv i tijekom prvih tjedana
tifusne groznice i bruceloze.’

2.2. KLINICKE SLIKE VEZANE UZ BAKTERIJEMIJU

Sepsa je po Zivot opasna disfunkcija organa uzrokovana nereguliranim odgovorom domacdina na
infekciju. S obzirom da sistemni upalni odgovor mogu uzrokovati i ¢imbenici neinfektivne
etiologije, Cesto je teSko bez pozitivnih hemokultura razlikovati upalni odgovor infektivne
etiologije koji treba lijeciti antibioticima od drugih stanja gdje primjena antibiotika nije
potrebna.

Septicki Sok je podvrsta klinickog sindroma sepse karakterizirana osobito dubokim
cirkulacijskim, stani¢nim i metabolickim abnormalnostima povezanima sa znatno veéim
mortalitetom nego li sama sepsa. Pacijenti sa septickim Sokom zahtijevaju vazopresore za
odrzavanje srednjeg arterijskog tlaka 265 mmHg, imaju razinu laktata u krvi >2mmol/L usprkos
nadoknadi volumena te smrtnost >40%.

Disfunkcija ili zatajenje organa definira se pomodéu SOFA score sustava (prema engl. Sequential
Organ Failure Assessment) na skali od 0 do 4 vrednujuci pri tome pojedine organske sustave
(respiratorni sustav, koagulacija, kardiovaskularni sustav, jetra, sredisnji Ziv€ani sustav, bubreg).



Visi SOFA score povezan je s visim mortalitetom.?® U izvanbolni¢kim uvjetima ili na opéim
odjelima bolnice kod bolesnika s infekcijom, prakti¢nije je primjenjivati brze primjenjivu inacicu
ovog sustava, tzv. ,,quickSOFA“ (qSOFA) sustav bodovanja za predikciju loSeg ishoda povezanog
sa sepsom. qSOFA bodovni sustav ukljucuje: frekvenciju respiracije 222/min, promjenu svijesti
te sistoli¢ki krvni tlak od <100 mmHg.?3

2.3. HEMOKULTURA

Hemokultura je dijagnosticki postupak kojim se uzorak krvi nasaduje u tekuée hraniliste (bujon)
radi dokazivanja prisutnosti bakterija i gljiva u krvi. Jednim uzorkom hemokulture se smatra
uzorak krvi dobiven jednom venepunkcijom (s jednog mjesta u isto vrijeme) inokuliran u jedan
set hemokultura koji se moze sastojati od jedne (kod male djece) ili viSe bocica bujona za
hemokulture.

Set hemokultura se najceSée sastoji od jedne aerobne i jedne anaerobne bocice za
hemokulturu. Pri sumnji na kandidemiju moze se dodati treca bocica posebno namijenjena
uspjesnijem porastu gljiva (npr. Bactec Mycosis IC/F). Za djecu i novorodencad set je jedna
pedijatrijska bocica.?*?® Ukoliko nije moguce izvrsiti odvojene venepunkcije, poZeljan volumen
krvi se moZe uzeti pri jednoj venepunkciji i tada sve istovremeno inokulirane bocice (4 do 6
bocica) Cine isti set (vidi 3.2.1.i3.2.2.).

Kontaminacija je porast mikroorganizama u bocici za hemokulturu koji nisu prisutni u krvi
bolesnika i predstavlja lazno pozitivni rezultat.

Kontaminanti su mikroorganizmi koji u hemokulturu budu inokulirani prilikom uzimanja ili
presadivanja uzorka. Uobicajeni koZni kontaminanti ukljuuju koagulaza negativne stafilokoke
(KNS), Micrococcus spp., difteroide (Corynebacterium spp.), Cutibacterium (Propionibacterium)
acnes, Bacillus spp. (osim B. anthracis), a i nalaz viridans streptokoka c¢esto predstavlja
kontaminaciju. lako nalaz spomenutih bakterijskih vrsta vrlo Cesto predstavlja kontaminaciju,
njihov nalaz ne moze iskljuditi pravu bakterijemiju te je potrebno podrobno ispitati njihovu
klini¢ku zna&ajnost prije odluke o naéinu izdavanja nalaza (vidi 3.2.2.i4.6.1.).2426

Stopa kontaminacije je broj kontaminiranih uzoraka na 100 uzetih uzoraka.

Osjetljivost i specificnost testa hemokulture ovise o postavljanju indikacije za uzimanje uzorka,
a u slucaju intermitentne bakterijemije i o sposobnosti klini¢ara da predvidi fazu bakterijemije u
trenutku uzimanja uzorka. Trecina bolesnika s teSkom sepsom nema pozitivnhu hemokulturu pa
etiologija ostaje nedokazana, a osjetljivost hemokultura u otkrivanju kandidemije je 50%.



Klini¢ar indicira broj hemokultura i vrijeme kada ¢e se one uzeti i pri tome je najvaznije voditi
raCuna da se uzme dovoljan volumen krvi jer se s povecanjem volumena uzorka podize
osjetljivost testa (vidi 3.1.). Za podizanje specificnost testa bitno je uzeti barem dva uzorka
(seta), svaki s razlicitih mjesta venepunkcije, Sto je bitno kod nalaza bakterijskih vrsta koje se
smatraju ¢estim kontaminantima.?*?%’

Stopa pozitivnih hemokultura i broj kultura na 1000 bolnickih dana

Ovisno o tipu bolnice, stopa pozitivnih hemokultura moze biti visa ili niza. Ukoliko je pozitivitet
ispod 5% ili iznad 15% potrebno je obratiti paznju na pravilnu indikaciju za vadenje. Preporucen
broj hemokultura na 1000 bolni¢kih dana varira izmedu 103 i 188.20:28-30



3. PREDANALITICKA FAZA

Predanaliticka faza ukljucuje postavljanje indikacije za uzimanje uzorka, prikupljanje i transport
uzoraka te zaprimanje u laboratorij.

3.1. INDIKACUE ZA UZIMANJE HEMOKULTURA

Hemokulture je potrebno vaditi kada se sumnja na bakterijemiju i/ili sepsu. Klinicki simptomi
koji ukazuju na mogucu infekciju krvotoka uklju€uju sljedece:

= yrudica (238 °C) ili hipotermija (<36 °C)

= 3ok, zimica, tresavice

= |okalne bakterijske infekcije (meningitis, endokarditis, pneumonija, pijelonefritis,...)
= abnormalno poviseni otkucaji srca

= nizakili visok krvni tlak

= ubrzano disanje 233!

3.2. UZIMANJE UZORAKA

3.2.1. Volumen krvi

Volumen krvi za hemokulturu je najbitniji ¢imbenik koji utjeCe na otkrivanje bakterijemije ili
kandidemije bududi se kod veéine odraslih za vrijeme bakterijemije ili kandidemije u krvi nade
niska koncentracija bakterija odnosno gljiva, ¢esto < 1 x 103 cfu/L (< 1 cfu/mL). Eksperimentalni
modeli i klini¢ka istrazivanja pokazuju da je kod 50 % infekcija krvotoka koncentracija bakterija u
rasponu od svega 0.01-1 CFU/mL. Osjetljivost pretrage izravno je povezana s volumenom Krvi
inokuliranom u bocice za hemokulturu. Kod nezadovoljavajuéih volumena se mogu javiti lazno
negativni rezultati.3%33

Set hemokultura se sastoji od svih bocica napunjenih pri jednoj venepunkciji. Volumen krvi
izvaden pri jednoj venepunkciji se podjednako raspodjeljuje u bocice koje Cine isti set, najéesce
u jednu aerobnu i jednu anaerobnu bocicu. Minimalni preporuceni volumen kod odraslih
bolesnika je 20 mL tj. jedan set od dvije bocice (10 mL po bocici za hemokulturu), standardnim
volumenom se smatra 40mL (najbolje rasporedenim u dva seta hemokultura), a dodatno se
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osjetljivost testa moze podic¢i uzimanjem do 60 mL krvi (najbolje rasporedenim u tri seta
hemokultura). Ukoliko je odrasloj osobi izvaden manji volumen krvi od preporucenog, prvo se
inokulira aerobna bocica s preporucenim volumenom, a ostatak krvi se inokulira u anaerobnu
bocicu. Preporuc¢a se ovakav nacin inokulacije bocica jer je vecina bakterijemija uzrokovana
aerobnim i fakultativno anaerobnim bakterijama.?4-26

Kod djece uzimanje hemokultura predstavlja izazov zbog poteskoéa u odredivanju potrebnog
optimalnog ukupnog volumena prema ¢emu se mnogobrojne preporuke trenutno vrlo razlikuju.
DuzZe vrijeme prisutno je uvrijezeno misljenje da je kod djece koncentracija bakterija u krvi za
vrijeme bakterijemije obi¢no visa negoli kod odraslih. lako istraZzivanja pokazuju da su kod djece
ipak u znacajnom postotku prisutne bakterijemije niskog i vrlo niskog intenziteta, ¢esto citirane
preporuke za preporuceni volumen krvi kod djece Kellog J.A. i suradnika nisu adekvatne za
klinicku primjenu, osobito kod niske tjelesne mase (<2kg) te novorodencadi jer zahtijevaju
uzimanje 4% ukupnog volumena krvi za koji je upitno hoce li ga pacijent ukoliko je u kriticnom
stanju uspjeti nadoknaditi.3*

S obzirom da konsenzusa joS nema, prema dostupnoj literaturi trenutno se preporucuje
uzimanje volumena krvi s obzirom na tjelesnu masu ili dob djeteta kako je prikazano u Tablici 1.
Kod uzimanja krvi s obzirom na tjelesnu masu najprihvatljivijim se ¢ini uzimanje 1 mL krvi kod
djece tjelesne mase <2 kg, 1.5 mL kod tjelesne mase <11 kg i 7.5 mL kod tjelesne mase 11-17 kg.
U istrazivanjima se kod neonatusa i manje djece ¢esSce koristi odredivanje optimalnog volumena
krvi s obzirom na dob te se kod neonatusa ve¢inom preporucuje volumen krvi od 0.5 do 1.0

mL_35-37
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Tablica 1. Preporuceni volumen krvi kod djece prema tjelesnoj masi i dobi

Prema: Huber S, Hetzer B, Crazzolara R, Orth-Holler D. The correct blood volume for paediatric blood cultures: a
conundrum? Clin Microbiol Infect 2020; 26:168-173.

Volumen krvi prema tjelesnoj masi Volumen krvi prema dobi
Tjelesna masa Ukupni Broj bocica Dob Ukupni Broj bocica
(kg) volumen volumen krvi®
krvid(mL) (mL)
1.5-2.1 1.0 1 <12 mjeseci 1.0-3.0 1-2
2.2-11.1 1.5 1 12-48 mjeseci 3.0-4.0 1-2
11.2-17.1 7.5 3 5-9 godina 6.0-8.0 1-2
17.2-37.2 11.5 3 > 10 godina 20.0 2
>37.3 16.6 3

aUkupni volumen krvi koji treba uzeti i raspodijeliti u navedeni broj bocica

3.2.2. Broj setova hemokultura

Preporuca se uzeti dva do tri seta hemokultura po septi¢koj epizodi slijedeéi gore navedene
preporuke o pozeljnom volumenu krvi. Set hemokultura ¢ine sve bocice inokulirane odjednom
pri jednoj venepunkciji. Preporuceni standard za odrasle ukljuCuje dva seta hemokultura, svaki
uzet s drugog mjesta venepunkcije, pri ¢emu se svaki set sastoji od jedne aerobne i jedne
anaerobne bocice tj. svaki set sadrZzi uzorak od 20 mL krvi. Osjetljivost pretrage se moze
povecati ako se uzme i treéi set od dvije bocice, sto ¢e ukupno iznositi 60 mL krvi po septickoj
epizodi tj. unutar 24h. Ovakav klasi¢ni pristup visestruke venepunkcije s razli¢itih mjesta se
zasniva na pretpostavkama da ponavljajuéi uzorci doprinose poveéanom volumenu ukupno
inokulirane krvi, da uzorci uzeti s razli¢itih mjesta venepunkcije omogucuju bolje razlucivanje
kontaminanata od pravih uzroc¢nika te da uzorci uzeti u razmaknutim vremenskim intervalima
poboljSavaju izglede za dokazivanje intermitentne bakterijemije. Od 1990-tih prihvaéen je i
alternativni pristup u kojem se standardni volumen krvi od 40 mL ili i veéi volumen od 60 mL
moze izvaditi i prilikkom samo jedne venepunkcije i potom razdijeliti u 4 ili 6 bocica bujona. U
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tom slucaju sve Cetiri odnosno svih Sest bocica se smatra jednim setom. Prednost jednog seta od
4 ili 6 botica u odnosu na dva do tri seta od 2 bocice svaki, je u Cinjenici da samo jedna
venepunkcija sa sobom nosi manji rizik od kontaminacije, jednostavnija je za izvesti, a kod
klinickih slika gdje je jasno da koZni kontaminanti ne mogu biti proglaseni klinicki zna¢ajnima
(npr. urosepsa), procjena klinicke znacajnosti prema broju pozitivnih setova (vidi 4.7.) nije toliko
bitna. Kod klini¢kih slika gdje bakterijske vrste oznacene kao kozni kontaminanti (vidi 2.3.) mogu
biti i uzrocnici infekcije (npr. endokarditis, infekcije povezane uz strano tijelo), bitno je
odgovarajuci volumen krvi uzeti kroz dva ili viSe setova (odvojene venepunkcije s razlicitih
mjesta) kako bi se lakSe procijenila klinicka znadajnost nalaza (vidi 4.7.). Prednosti i nedostaci

uzimanja istog volumena krvi putem jedne ili viSe venepunkcija su prikazani u Tablici 2.242>2638
41
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Tablica 2. Karakteristike, prednosti i nedostaci uzimanja hemokultura putem jedne ili vise

venepunkcija

(Adaptirano prema: Lamy B, Dargére S, Arendrup MC, Parienti J-J, Tattevin P. How to optimize the use of blood

cultures for the diagnosis of bloodstream infections? A state-of-the-art. Front Microbiol 2016; 7:697)

Uzimanje krvi putem viSe venepunkcija

Uzimanje krvi jednom venepunkcijom

Broj uzimanja krvi 2do3 1
(venepunkcija)
Ukupan broj inokuliranih bocica 4do6 4do6
Broj setova 2do3 1

Ukupan volumen uzete krvi u
24h

40 mL do 60 mL

40 mL do 60 mL

Osjetljivost

Ista osjetljivost jer je uzet isti volumen krvi bez obzira je li taj volumen uzet jednom

venepunkcijom ili viSekratnim punkcijama

Moguénost kontaminacije Umijerena (svaka dodatna venepunkcija je Niska
dodatna prigoda za kontaminaciju)
Specifi¢nost Veca Manja

Lakse procijeniti klinicku znac¢ajnost nalaza
bakterijskih
kontaminanti (vidi 4.7.)

vrsta  koje su  Cesti

Osobito bitno kod endokarditisa i infekcija

TeZe procijeniti klinicku znacajnost nalaza
bakterijskih
kontaminanti

vrsta  koje su  Cesti

Kod mnogih klinickih slika je jasno da

krvotoka povezanih sa stranim tijelom | kontaminanti ne mogu imati klini¢ku
(intravaskularnim kateterom) znacajnost, pa laboratorijski  kriterij
znacajnosti nalaza nije tako bitan
Ilzvodenje Skuplje, zahtjevnije Jednostavnija metoda, manje radno

Opasnost da se nakon prvog seta od 2
bodice ne uzme i predvideni drugi i / ili
treci set pa uzeti volumen ostane na 20
mL

opterecenje za djelatnike, ugodnije za
bolesnika od visestrukih venepunkcija

Prije se moZe zapoceti s primjenom

antimikrobnih lijekova

Sigurnije da ¢e se wuzeti adekvatan
volumen krvi ako se odjednom napuni 4

do 6 bocica

Ponekad, osobito kod starijih pacijenata,

nije moguce odjednom izvaditi vedi
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volumen krvi.

3.2.3. Vrijeme i mjesto uzimanja hemokultura

Vedina smjernica preporucCuje uzimanje hemokultura prije primjene antimikrobnih lijekova ili
neposredno prije sljede¢e doze ili promjene antibiotika, u vrijeme ili oko vremena
temperaturnog maksimuma (obi¢no kad temperatura dosegne 38.5°C) uz proizvoljno
preporucen vremenski interval od 30-60 minuta izmedu pojedinih setova ukoliko je mogude
toliko odgoditi primjenu antibiotika. Do sada, medutim, u klini¢kim studijama nije utvrdeno
optimalno vrijeme za uzimanje hemokultura. Opdéenito, vremenski interval izmedu dva seta
hemokultura nije kriti¢ni ¢imbenik. Pokazalo se da je osjetljivost pretrage ista u slucaju kada se
dva seta hemokultura uzmu istovremeno ili s razmacima, no uzimanje hemokultura po
moguénosti prije primjene antibiotika znatno povecava osjetljivost pretrage.3®

Venepunkcija je jedina adekvatna metoda za uzimanje hemokultura. Uzimanje krvi kroz
intravaskularni kateter znacajno povecéava ucestalost kultivacije kontaminanata s koZe, a i nalaz
bakterija u uzorku krvi iz intravaskularnog katetera moze Cesto biti odraz kolonizacije katetera, a
ne nuzno bakterijemije ili kandidemije. Hemokultura se moZe uzeti kroz intravaskularni kateter
samo ako je istovremeno uzeta i hemokultura iz periferne vene $to je osobito vazno pri sumnji
na infekciju krvi povezanu s intravaskularnim kateterom (vidi 3.2.6.). 24-26:41-43

3.2.4. Uzimanje hemokultura kod endokarditisa

Kod sumnje na endokarditis je potrebno uzeti tri seta hemokultura. Nije potrebno obradati
paznju na temperaturni maksimum jer se kod endokarditisa radi o kontinuiranoj bakterijemiji.
Uzorke treba uzeti prije antimikrobne terapije i moze ih se rasporediti proizvoljno tijekom 24-48
sati osim u sluéaju akutnog endokarditisa kada dva seta hemokultura treba uzeti u vremenskom
intervalu od 15-30 minuta.

Ako je bolesnik ve¢ na antimikrobnoj terapiji, potrebno je prekinuti davanje antimikrobnih
lijekova i ponoviti hemokulture nakon vremenskog razdoblja koje odgovara najmanje
Sesterostrukom poluvremenu eliminacije primijenjenog antibiotika. Ako se ne dobije pozitivan
rezultat, hemokulture se mogu ponoviti dva do tri dana kasnije te treba razmotriti moguénost
endokarditisa s negativnim hemokulturama i njegove mogucée uzrocnike (Coxiella burnetii,
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Bartonella spp., Tropheryma whipplei, Chlamydophila spp., Legionella spp., Brucella spp.,
Mycoplasma spp.).**

3.2.5. Uzimanje hemokultura pri sumnji na kandidemiju

Pri sumnji na kandidemiju preporucuje se uzeti dva do tri seta hemokultura pri ¢emu se u setu
uz aerobnu i anaerobnu bocicu moZze dodati i treca bocica posebno namijenjena uspjesnijem
porastu gljiva (npr. Bactec Mycosis IC/F). Hemokulture treba nastavljati uzimati svakodnevno
dok traje sumnja na kandidemiju. Kod novorodencadi i pedijatrijskih bolesnika u pogledu
preporuéenog volumena krvi vrijedi kao $to je navedeno ranije pod 3.2.1.35%

3.2.6. Uzimanje uzoraka pri sumnji na infekciju krvotoka povezanu s intravaskularnim
kateterom

Za utvrdivanje infekcije krvotoka povezane s intravaskularnim kateterom uglavnom se koriste
sljedeca tri pristupa:

a) Vrijeme do pozitiviteta hemokulture

Kada se kao kriterij koristi vrijeme do pozitiviteta hemokulture potrebno je istovremeno
uzeti krv za hemokulturu iz periferne vene i iz katetera. Ukoliko je u hemokulturama
uzetima s oba mjesta porastao isti mikroorganizam a uz to je hemokultura uzeta iz
katetera postala pozitivna >2 sata prije negoli hemokultura uzeta iz periferne krvi,
najvjerojatnije se radi o infekciji krvotoka povezanoj s intravaskularnim kateterom.

b) Kultura vrha katetera

Metoda po Makiju temelji se na uzimanju hemokulture iz periferne vene te kulturi
distalnog dijela katetera (5 cm) nakon odstranjivanja. Ova semi-kvantitativha metoda
sastoji se u valjanju distalnog dijela katetera po povrsini krvnog i ¢okoladnog agara te
stavljanju u bujon (npr. tioglikolatni). Znacajnim se smatra 215 CFU nakon 48 sati
inkubacije na 37°C u aerobnim uvjetima. Nedostatak ove metode je otkrivanje
prisutnosti mikroorganizama na vanjskoj a ne i onih na unutarnjoj povrsini katetera. lako
se ova metoda naj¢eSce koristi te iako je samo 15 % infekcija krvotoka povezanih s
intravaskularnim kateterima endoluminalnog podrijetla, postoje i metode koje
omogucuju otkrivanje mikroorganizama u lumenu katetera pri ¢emu se nalaz izrazava
kvantitativno i pozitivnim se smatra nalaz 2103 CFU/mL. Kvalitativno nasadivanje vrha
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katetera je prilicno zahtjevno i nosi sa sobom mogucnost kontaminacije pri manipulaciji
te je semi-kvantitativna obrada puno raSirenija u klinickim mikrobioloskim
laboratorijima.

Kvantitativhe hemokulture

Infekcija krvotoka povezana s intravaskularnim kateterom definirana ovom metodom
temelji se na broju kolonija poraslim iz krvi uzete iz katetera koji je najmanje tri puta vedi
od broja kolonija u krvi dobivenoj iz periferne vene. Za kvantitativno odredivanje broja
poraslih mikroorganizama iz hemokultura moraju se koristiti posebni sustavi za
kvantitativnu ili semi-kvantitativnu kultivaciju mikroorganizama u krvi.24-26:41,46

3.2.7. Ponavljanje prethodno pozitivnih hemokultura u svrhu pracenja uspjesnosti lijecenja

Ponovno uzimanje hemokultura kod bolesnika kod kojih su prethodno bile pozitivne indicirano

je u specifiénim slucajevima dok kod vecine bolesnika za to u literaturi nema ¢vrstih dokaza te

stvara nepotrebne dodatne troskove. Unato¢ tome, zbog rizika od ozbiljnih komplikacija koje se
mogu pojaviti kod bolesnika s perzistentnom bakterijemijom, osobito kod teSkih bolesnika,
klini¢ari ¢esto indiciraju ponovno uzimanje hemokultura.

U slucaju bakterijemije, ponavljanje prethodno pozitivhih hemokultura je opravdano u

slu¢ajevima:

bolesnika s endovaskularnom infekcijom (npr. bolesnici s endokarditisom,
tromboflebitisom, implantabilnim kardioverter-defibrilatorom, kateterom za epiduralni
pristup, vaskularnim presatkom)

bakterijemije uzrokovane sa Staphylococcus aureus bez obzira radi li se od meticilin-
osjetljivom (MSSA) ili meticilin-rezistentnom (MRSA) izolatu, pri ¢emu se kod
ponavljajuée bakterijemije preporuéa uciniti transezofagealni ultrazvuk, zbog cestih
slu¢ajeva endokarditisa u tijeku stafilokokne bakterijemije

bakterijemije uzrokovane multirezistentnim bakterijama

perzistiranja vrudice, leukocitoze ili ostalih znakova infekcije 72 sata nakon odgovarajuée
antimikrobne terapije

infekcije krvotoka povezane s intravaskularniim kateterom jer o rezultatu ponovljenih
hemokultura ovisi odluka o trajanju antimikrobnog lijeenja, odstranjivanju te uvodenju
novog katetera
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= infekcije na mjestima gdje antibiotici otezano prodiru, npr. apscesi, infekcije zglobova

= bakterijemija nepoznatog izvora jer u slucaju da bakterijemija perzistira potrebno je
nastaviti traZiti izvor infekcije.*’->°

Kandidemija dokazana pozitivnom hemokulturom je apsolutna indikacija za ponavljanje
hemokulture. Ono je potrebno kako bi se utvrdio zavrSetak kandidemije bududéi antifungalno
lijeCenje treba trajati 14 dana od njenog zavrSetka (odnosno od prve negativne hemokulture).
Zbog toga je potrebno svakodnevno (ili barem svakih 48 sati) uzimati barem jedan set
hemokultura. Od ostalih pretraga preporucuje se transezofagealni ultrazvuk te pregled fundusa
oka kako bi se iskljuila diseminacija i zahvaéenost organa.>!

3.2.8. Postupak uzimanja hemokultura

Tijekom cijelog postupka potrebno je primjenjivati asepti¢nu tehniku. Krv za hemokulture se
vadi iz vena, ne iz arterija (osim iznimno ako je stanje pacijenta takvo da nije mogudée izvaditi krv
iz vene). Kod hemokultura izvadenih iz intravaskularnih katetera i portova je zabiljezen vedi
stupanj kontaminacija nego kod onih izvadenih iz vena.

lako je postupak zamjene igle izmedu venepunkcije i inokulacije bocice bio povezan s nesto
manjim stopama kontaminacije, ovakav postupak se danas ne preporucuje zbog poveéanog
rizika ubodnog incidenta.

Koristenje nove tehnike ISDT (prema engl. initial specimen diversion technique) prilikom vadenja
krvi za hemokulturu, kojim se odbacuje prvi mililitar krvi u kojem su najcesée prisutne

kontaminante, moglo bi imati utjecaj na smanjenje kontaminacija.?6°>2>*

Postupak vadenja uzorka krvi ukljucuje sljedece:

Osoba koja vadi krv treba nositi kirurSku masku te dezinficirati ruke (trenutak za higijenu ruku
broj 2) i neposredno prije punktiranja navuci nesterilne rukavice. Nakon $to je odredeno mjesto
venepunkcije, potrebno je prebrisati gumeni ¢ep bocice za hemokulturu vatom namocenom
alkoholnim dezinficijensom i ostaviti da se osusi na zraku. Nakon toga je potrebno dezinficirati
odabrano mjesto venepunkcije: prebrisati vatom namocenom alkoholnim dezinficijensom
kruznim potezima od sredine prema periferiji, ostaviti da se osusi na zraku 1 minutu i ponoviti
postupak dva puta. Nakon $to je dezinficirano mjesto venepunkcije, vise se ne smije palpirati
vena, odnosno ako se to ucini, treba ponoviti postupak dezinfekcije koze.>
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Venepunkciju je najbolje obaviti preko adaptera koji se neposredno prije venepunkcije spoji s

»butterfly” sistemom za vadenje krvi. Ako takvi sistemi nisu dostupni, moguée je krv vaditi i

inokulirati iglom i Spricom, samo u tom slu¢aju treba prvo inokulirati anaerobnu bocicu, pa onda

aerobnu (vidi Tablicu 3.) Bocice s inokuliranom krvi je potrebno njezno preokrenuti nekoliko
puta da se sprijeci zgruSavanje krvi. Nakon obavljenog postupka treba skinuti rukavice i
dezinficirati ruke (trenutak za higijenu ruku broj 3).26:°6°7

Tablica 3. Vadenje uzorka krvi za hemokulturu

Iglai Sprica

»Butterfly” set za uzimanje krvi

- postaviti iglu na Spricu
- ne ponovno palpirati venu
- ubosti venu na predvidenom mjestu

- spojiti ,,butterfly” set za uzimanje krvi na kapicu
adaptera

- ne ponovno palpirati venu

- ubosti venu na predvidenom mjestu

Inokulacija bocica za hemokulturu

Iglai Sprica

»Butterfly” set za uzimanje krvi

- prikupiti uzorak krvi
- prenijeti krv u bocice, zapocevsi s
anaerobnom bocicom

- postaviti kapicu adaptera preko aerobne bodice i
pritisnuti kako bi igla prosla kroz gumeni ¢ep

- bocicu drzati uspravno ispod razine pacijentove ruke
i paziti da se napuni krvlju to¢no do oznacene linije
(10mL za odrasle)

- kada je aerobna bocica inokulirana, bocicu izvaditi iz
adaptera i umetnuti anaerobnu bocicu

- ako se venepunkcija koristi za istovremeno vadenje
krvi za druge analize, prvo treba uzeti krv za
hemokulture, a potom za ostale pretrage

3.3. POHRANA | TRANSPORT UZORAKA

Bocice za hemokulturu potrebno je dostaviti Sto prije (barem u roku od Cetiri sata) u laboratorij

odnosno, S$to prije uloZiti u uredaj za inkubaciju hemokultura, koji se moZe nalaziti i izvan

laboratorija. Ukoliko to nije moguce, potrebno je inokulirane bocice do stavljanja u uredaj

pohraniti na sobnoj temperaturi u periodu kojeg preporucuje proizvodac bocica (BioMerieux do

24 sata, BD ovisno o vrsti bocica do 12-20 sati ako su bocice prije stavljanja u uredaj prethodno
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inkubirane na 35-37°C odnosno do 48 sati bez prethodne inkubacije). Bocice za hemokulturu se
ne smiju Cuvati u hladnjaku ili smrzavati.?>°#

Studije su pokazale da automatizirani sustavi neée detektirati bakterije kao Sto su Pseudomonas
aeruginosa, Streptococcus spp. kao niti kvasce ukoliko se bocice kod odgodenog transporta
¢uvaju na 35-37 °C na odjelu (,pre-inkubiraju”) prije dostave u mikrobioloski laboratorij. Osim
laZno-negativnih rezultata, ,pre-inkubacija“ moZe dovesti i do produZenog vremena do
pozitiviteta takve bocice.?6:>%60

Uzorci moraju zadovoljiti kriterije za uzimanje i transport uzoraka, na svakoj bocici mora biti
naznaceno ime i prezime pacijenta, datum i vrijeme vadenja krvi. Identifikacija osobe koja je
vadila krv mozZe biti na samoj bocici i/ili na uputnici. Kod vise bocica istog pacijenta potrebno je
naznaciti koje bocice pripadaju istom uzorku / setu (sve bocice inokulirane istovremeno iz istog
mjesta venepunkcije, vidi 2.3.).

Hemokulture su hitni uzorci te se moraju uloziti u uredaj za inkubaciju hemokultura unutar 30
min od zaprimanja u laboratorij.

Bocice se smatraju pozitivhima i prije ulaganja u aparat ako sadrzaj pokazuje znakove hemolize,
zamucenosti, povisenog tlaka (ispupceni gumeni ¢ep/septum), te nesto od sljedeceg:

- senzor na dnu bocice Zute boje (BioMerieux),

- krv boje cokolade, lizirana i/ili vrlo tamna krv u aerobnoj podlozi BD BACTEC Plus
Aerobic/F (BD).>%>8

Kod takvih bocica treba odmah napraviti subkulturu i mikroskopski preparat. Na svaki radni listi¢
treba staviti inicijale kao potvrdu da je bocica pregledana kod zaprimanija.
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Positive

Negative

Slika 1. Razlika izmedu pozitivne i negativne bocice prema promjeni boje na senzoru na dnu
bocice

3.4. KRITERUI ZA ODBACIVANJE UZORAKA

Hemokulture predstavljaju dragocjeni klinicki uzorak te prije odbacivanja treba kontaktirati odjel
i o tome obavijestiti nadleznog lijecnika. Ako se propust ne moZe ispraviti, zaprimljene
hemokulture se odbacuju u sljedeéim slucajevima:

= neobiljezene bocice
= razbijene i oStecene bocice
=  bocice koje propustaju (cure)
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4. ANALITICKA FAZA

4.1. Hranjivi mediji u boc¢icama za hemokulturu

BoCice za hemokulturu se razlikuju po tipu i udjelu razli¢itih dodataka i antikoagulansa,
volumenu bujona, sastavu atmosfere iznad bujona i prisutnosti spojeva koji neutraliziraju
antimikrobne tvari. Da se ukloni antibakterijsko djelovanje ljudske krvi potreban je omjer krvi i
bujona od 1:15. Ukoliko se ne zadovolji odgovaraju¢i omjer krvi i bujona, rezultat moze biti lazno
negativna kultura. Taj omjer se smanjuje na 1:5 i 1:10 dodatkom 0.05 % natrij polianetol
sulfonata (SPS). SPS je najcesée upotrebljavani antikoagulans u bujonu bocica za hemokulturu.
Njegova koncentracija je razli¢ita i varira u rasponu od 0.0125 % do 0.05 % ovisno o
proizvodacu. SPS podrzava rast vecine bakterija inhibiraju¢i baktericidni ucinak seruma,
fagocitozu stanica, neke antibiotike kao npr. aminoglikozide te inaktiviraju¢i komplement i
lizozim. SPS moZe, medutim, inhibirati porast nekih bakterijskih vrsta uklju€ujuci Neisseria spp.,
anaerobne koke, Streptobacillus moniliformis, Capnocytophaga spp. i Gardnerella vaginalis.®%?

Mediji za hemokulture sadrze i razne adsorbense kao $to su kationske izmjenjivacke smole
(rezini) i ugljen. Njihova primarna uloga je neutralizacija antimikrobnih lijekova unesenih u
bocicu s bolesnikovom krvi, ali se smatra da rezini takoder omoguduju adsorpciju inhibitora
bakterijskog rasta i mehanicku lizu stanica iz kojih ¢e se osloboditi bakterije.3%>

Kod komercijalnih bujona za hemokulture, kakvi su danas u uporabi, neophodno je strogo
postivati preporuke proizvodaca o volumenu krvi koji se treba inokulirati u svaku bocicu, sto je
obi¢no naznaceno linijom do koje treba napuniti bocicu.

4.2. Atmosferski uvjeti inkubacije

Uobicajeno se jednim uzorkom inokulira bocica s aerobnim i jedna bocica s anaerobnim
medijem. Ako se i radi o infekciji pri kojoj se ne racuna na anerobne bakterije kao moguce
uzrocnike, uputno je uzeti set aerobne i anaerobne bodice jer su mnoge medicinski vazine
bakterije fakultativni anaerobi i nekad brZze porastu u anaerobnom mediju. Osim toga, set
aerobne i anaerobne bocice se uzima i zbog minimalnog potrebnog volumena krvi (20mL) te u
slu¢aju da se ne uzima anaerobna bocica, svakako u setu treba inokulirati najmanje dvije
aerobne bocice.?42¢
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4.3. Vrijeme inkubacije

Za manualno obradivane hemokulture preporucavala se inkubacija u trajanju od 7 dana na
temperaturi 35-37 °C. Danas, uz kori$tenje automatiziranih sustava, dovoljna je inkubacija u
trajanju od 5 dana koja omoguduje izolaciju i zahtjevnijih uzroénika kao $to su Brucella spp.,
Capnocytophaga spp., Campylobacter spp., nutritivne varijante streptokoka (Abiotrophia spp. i
Granulicatella spp.) i bakterije HACEK grupe (Haemophilus spp., Actinobacillus spp.,
Cardiobacterium spp., Eikenella spp. i Kingella spp.).5364

Mnoge publikacije navode da je dovoljno Ccetiri, neke navode cak i tri dana da se iz
automatiziranih sustava izolira 95% do 97% klini¢ki znacajnih bakterija i kvasnica. Uz sve
navedeno, preporuka je da se hemokulture rutinski inkubiraju pet dana u automatiziranim
sustavima, a kod sumnje na posebno zahtjevne ili spororastu¢e mikroorganizme potrebna je
konzultacija kliniéara s mikrobiologom prije dostave uzorka, radi eventualne produZene
inkubacije.?0>7,65-67

4.4. Manualno obradivanje hemokultura

Prije pojave uredaja za automatiziranu inkubaciju hemokultura, hemokulture su se obradivale
manualno, sto ¢e biti opisano u ovom poglavlju za slucaj kada uredaj za automatiziranu obradu
mozda privremeno nece biti dostupan.

Nakon inokulacije sa krvi, boéice se inkubiraju na 35°C u termostatu, tijekom sedam dana pri
¢emu se dnevno vizualno ispituje prisutnost znakova bakterijskog rasta u svakoj bodici.
Promjene koje ukazuju na rast bakterija u bujonu hemokulture su zamudéenje, hemoliza,
promjena boje i proizvodnja plina.>”:8

4.4.1. Postupanje s pozitivnim bo¢icama

Ukoliko je bocica pri vizualnoj inspekciji makroskopski pozitivna, procesira se kao Sto je to
opisano u poglavlju 4.6.%7/68

4.4.2. Postupanje s negativnim bocicama

Ukoliko je bocica pri vizualnoj inspekciji makroskopski negativna, subkultivira se prema shemi u
Tablici 4.57:68
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Tablica 4. Manualna obrada negativnih hemokultura

Dan inkubacije Tip bocice Medij Uvjeti inkubacije
1 aerobna, pedijatrijska KA CO,, 35°C/24-48 h
CAili
KA + stafilokokna crta
2&5 aerobna, pedijatrijska KA CO,, 35°C/24-48 h
CAili

KA + stafilokokna crta

anaerobna BA anaerobni uvijeti,
35°C/48 h

KA = krvni agar; CA = ¢okoladni agar; BA = Brucella agar

Prilikom subkulture radi se i preparat po Gramu.

4.5. Automatizirani sustavi za inkubaciju hemokultura

Od 1990. godine dostupni su automatizirani sustavi koji kontinuirano prate porast
mikroorganizama u svakoj inokuliranoj bocici hemokulture koja se inkubira u uredaju. Najéesce
se koriste BacT/ALERT (BioMerieux) i BACTEC (BD) sustavi. Primjena ovih sustava u usporedbi s
dotadasnjom manualnom obradom hemokultura povecala je uspjeSnost i brzinu detekcije
bakterijskog rasta u hemokulturama bududéi se bocice u uredaju neprestano okreéu i sadrzaj u
njima se na taj nacin mijeSa, a bakterijski rast se neprestano prati ocitavanjem svakih 10
minuta.®® Vedina sustava za kontinuirano praéenje se bazira na detekciji porasta proizvodnje CO2
kao rezultata metabolizma bakterija koje se umnazaju ukoliko su prisutne u uzorku. Za svaki od
sustava su dostupne bocice s razli¢itim medijima, uklju¢ujuéi aerobne i anaerobne sa ili bez
aditiva dizajnirane da Sto bolje oporave mikroorganizme. Detekcija rasta u sustavima je sli¢na.
Na dnu bocice za hemokulturu se nalazi senzor koji je od tekuéeg medija odvojen membranom
selektivno permeabilnom za CO,. Kako mikroorganizmi aktivnim metabolizmom proizvode CO,,
on difundira preko membrane, istiskuje vodikove ione, dovodi do zakiseljavanja senzora koje
rezultira promjenom boje Sto se detektira kolorimetrijski ili fluorometrijski, ovisno o sustavu.
Fotoosjetljiva dioda osvjetljava senzor svakih 10 minuta. Reflektiranu svjetlost hvata foto
detektor. Promjena u intenzitetu signala je proporcionalna pomaku emisije boje senzora koja je
pak povezana s koli¢inom otopljenog CO; u mediju. Podaci se skupljaju i prebacuju u ra¢unalo




25

koje pomocu algoritama analizira podatke i prepoznaje povisenje proizvodnje CO;. Bocice koje

zadovoljavaju kriterije za znaéajan porast CO uredaj oznaduje kao pozitivne.>®>%70-77

Tablica 5. Karakteristike automatiziranih sustava za kontinuirano pracenje hemokultura

Sustav

BacT/ALERT

BACTEC

VersaTREK

Proizvodac

bioMerieux

BD Diagnostic
Systems

Trek Diagnostic
Systems

Indikator rasta

Proizvodnja CO;

Proizvodnja CO;

Proizvodnja COy, Hy i
N2, potrosnja Oz

Signal za pozitivhu HK

Vizualni i zvu¢ni signal

Vizualni i zvuéni signal

Vizualni i zvu¢ni signal

Frekvencija provjere
bocica

Svakih 10 min

Svakih 10 min

Svakih 12 min za
bocice s mjeSanjem,
24 min za stacionarne
bocice

Volumen krvi

10 ml, 4 ml za
pedijatrijske bocice

10 ml, 5 ml za
pedijatrijske bocice

max 5 ml (40 ml
bocica), max 10 ml

(80 ml bocica), min
0.1 ml

Dodatne indikacije Nasadivanje drugih primarno sterilnih tekuéina

4.6. Postupak s pozitivnim bocicama

Prebrisati gumeni ¢ep vatom namocenom u alkoholni dezinficijens i ostaviti da se osusi na zraku.
Sterilnom iglom i Spricom ili ,iglom za vadenje krvi iz pozitivhe HK sa tupim zavrSetkom®, probiti
gumeni ¢ep bocdice, izvuéi otprilike 5ml bujona i nasaditi bujon na odgovarajuce podloge (Tablica
5) te napraviti mikroskopski preparat (kapnuti po jednu kap bujona na odgovarajuée podloge,
zatim na predmetno staklo i razvuci kapljicu u tanki sloj i posusiti preparat). Alternativno,
aspirirani bujon se moZze prvo ustrcati u sterilnu epruvetu i potom ezom nasaditi kao sto je gore
opisano. Spricu s iglom odbaciti u posudu za ostri infektivni otpad. Preparat obojati po Gramu,
te prema mikroskopskom nalazu odrediti daljnje testove (Tablica 7).7883

Tablica 6. Presadivanje pozitivnih hemokultura
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vrsta bocice

Preporucena podloga za
subkultivaciju”®

Uvjeti i vrijeme inkubacije

AEROBNA (AE) Columbia agar + 5% ovcje krvi (KA) CO; inkubator; 18-24h
Cokoladni agar (CA) ili KA sa
stafilokoknom crtom

ANAEROBNA (AN) Columbia agar + 5% ovdéje krvi / 2x KAag, CA: CO; inkubator;18-24h
(KAae i KAaN)

KAan: lonac za anaerobne

Cokoladni agar (CA) ili KA sa uvjete; 18-24h + 24h + po potrebi
stafilokoknom crtom 48h

DJECIA Columbia agar + 5% ovcje krvi (KA) CO; inkubator; 18-24h

Cokoladni agar (CA) ili KA sa
stafilokoknom crtom

* po potrebi, ovisno o klini¢koj slici, mozZe se dodati i selektivha podloga za gljive; kod porasta
kontaminanata uz neke klini¢ke slike uputno je ponovno presaditi hemokulturu na podlogu za

gljive
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Tablica 7. Direktni testovi iz pozitivnih hemokultura ovisno o mikroskopskom nalazu

Mikroskopski nalaz direktni testovi

Bilo koji uzrocnik MALDI ToF identifikacija

Komerecijalni testovi za identifikaciju bakterija iz pozitivnih
hemokultura

Brzi test osjetljivosti na antibiotike

Gram pozitivni koki u lanéi¢ima ili Orjentacijski testovi: optohin disk, bacitracin disk, detekcija
parovima antigena

Gram negativni diplokoki Detekcija antigena

mijeSani oblici bakterija rijetko na KA i kromogena ploca (Uriselect) ili selektivne

plo¢e Manitol Salt i MacConkey agar

U rijetkim sluc¢ajevima uredaj moze proglasiti hemokulturu pozitivnom, ali mikroskopski nalaz i
subkultura budu negativni. U ovom slucaju je vaino pregledati krivulju rasta bocice prije nego
Sto se bocicu proglasi lazno pozitivnom te indicirati drugo sadenje. Uzroci lazno pozitivhog
nalaza mogu ukljucivati probleme sa opremom, volumen krvi puno ve¢i od preporucenog ili krv s
velikim brojem leukocita.>®>8

4.7. Kontaminacija hemokultura

Kontaminacije ¢ine oko 50% svih pozitivnih hemokultura, a razlog ¢estim kontaminacijama lezi u
uporabi automatiziranih sustava i visoko kvalitetnih komercijalnih hranjivih medija koji mogu
detektirati i mali broj mikroorganizama kakav je ¢est kod kontaminacija. Prihvatljiva stopa
kontaminacije hemokultura je 3%. Kontaminirane hemokulture negativno utjeCu na zdravlje
pacijenta, koristenje resursa i troSkove lije¢enja. Oko polovice pacijenata s lazno pozitivnim
hemokulturama je nepotrebno tretirana antibioticima, a s obzirom da su najées¢i kontaminanti
koagulaza negativni stafilokoki, najées¢e nepotrebno primjenjivani antibiotik je vankomicin.84°3

Kontaminacije potjecu iz razliCitih izvora: koZa pacijenta, oprema za vadenje krvi i prijenos u
bocice, ruke osoblja koje vadi krv, okolis. Stopa kontaminacija je manja kada se uzorci krvi vade
iz periferne vene nego kada se vade iz intravenskih katetera. Antisepsa koja se koristi za mjesto
venepunkcije ne moze biti potpuno ucinkovita, jer je 20% bakterija koZze smjeSteno u dubljim
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slojevima koze, odnosno folikulima dlaka te Zljezdama lojnica i znojnica. Naj¢eSc¢e koristeni
antiseptici su proizvodi na bazi alkohola, klorheksidina i joda. U prevenciji kontaminacija, za
pripremu koZe za venepunkciju su alkoholni proizvodi bolji od ne-alkoholnih.%+%°

Rutinsko koriStenje sterilnih rukavica tijekom venepunkcije u odnosu na koristenje Cistih,
nesterilnih rukavica smanjuje nesto stopu kontaminacije, ali znatno povecava troskove vadenja
hemokultura te se ne preporuca. Takoder, pad kontaminacije je uo€en i kod promjene igle
izmedu venepunkcije i inokulacije u bocicu, ali se ne preporuéa zbog poveéanog rizika od
ubodnog incidenata.!09,10?

Zbog manje mogucénosti kontaminacije i lakSe manipulacije preporuca se koristenje ,butterfly”
sistema s adapterom umjesto igle i Sprice. Takoder, zbog manje mogucnosti kontaminacije,
ukoliko se vadi krv za razliCite pretrage, preporuca se prvo inokulirati bocice za hemokulture, a
potom ostale epruvete.?>102

4.7.1. Kriteriji za proglasenje izolata kontaminantom

Pripadnici kozne mikrobiote, od kojih su koagulaza negativni stafilokoki (KNS) najéesci, ¢esto
kontaminiraju hemokulture, no iznimno mogu predstavljati i prave uzrocnike.

U procjeni znacajnosti nalaza bakterija koje su ¢esti kontaminanti (vdi 2.3.) najbolje se pokazala
procjena na osnovi nalaza istog uzro¢nika u barem dva ili viSe setova hemokultura. Stoga je, za
razlu€ivanje kontaminanata od pravih uzro€nika, neophodno uzeti najmanje dva seta
hemokultura s razli¢itih mjesta venepunkcije (vidi 3.2.2.). Ukoliko organizam raste u jednom od
dva seta, najvjerojatnije se radi o kontaminaciji. Ukoliko isti organizam raste u oba seta, radi se
najvjerojatnije o infekciji. Ukoliko se uzme vise setova, vjerojatnost identifikacije prave infekcije
raste s brojem uzetih uzoraka s velikom pozitivnom prediktivnom vrijednos¢u kada su svi setovi
pozitivni.

Nalaz bakterija u jednoj ili viSe bocica istog seta se nije pokazao tako dobrim prediktorom
kontaminacije ili prave bakterijemije. Najbolju interpretaciju klinicke znacajnosti pruza
kombinacija laboratorijskih kriterija za kontaminaciju i klinicke slike bolesnika, pri ¢emu su
prisutnost stranog tijela (najceSée centralnog venskog katetera) i endokarditisa kljucni u
razmatranju mogucée klinicke znacajnosti bakterijskih vrsta koje se smatraju cestim

kontaminantima.102-10>
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4.8. Identifikacija izolata i testiranje osjetljivosti na antibiotike

Postupci identifikacije se ne razlikuju od onih koji se primjenjuju u svrhu identifikacije izolata iz
drugih uzoraka. lzvode se u skladu s laboratorijskim postupcima u svrhu identifikacije
mikroorganizama.

Testiranje osjetljivosti na antibiotike izvodi se u skladu sa smjernicama Odbora za praéenje
rezistencije bakterija na antibiotike Akademije medicinskih znanosti Hrvatske (AMZH) i
smjernicama Europskog odbora za testiranje osjetljivosti na antibiotike, the European
Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST).

U skladu s naputcima Odbora, izolate s neobi¢nom ili neocekivanom rezistencijom (npr. na
vankomicin rezistentni Staphylococcus aureus, VRSA ili na karbapeneme rezistentne
enterobakterije, KRE) potrebno je poslati u Referentni centar Ministarstva zdravstva za praéenje
rezistencije na antibiotike.

4.8.1. Brze i automatizirane metode identifikacije bakterija direktno iz pozitivnih hemokultura

4.8.1.1. MALDI-TOF masena spektrometrija

U novije vrijeme brzu identifikaciju bakterija poraslih u hemokulturi omogucuje metoda MALDI-

TOF (prema engl. matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-flight) masene
spektrometrije. Princip metode temelji se na analizi uzorka koji se prvo primjenom matriksa i
lasera kristalizira i ionizira pri ¢emu nastaju pojedinacni ioni koji se nakon ubrzavanja i
razdvajanja na osnovu njihovog odnosa mase i naboja (mass-to-charg ratio; m/z) analiziraju. Na
ovaj nacin za svaki uzorak dobiva se karakteristi¢an profil mase peptida koji se usporeduje s
profilima u dostupnoj bazi podataka na temelju koje se uzorak odnosno izolat identificira.

Dva su osnovna pristupa kojima se MALDI-TOF masena spektrometrija moze primjenjivati kako
bi se ubrzala identifikacija bakterija poraslih u hemokulturi: identifikacija direktno iz pozitivne
bocice za hemokulturu te mozda ¢esée koristena identifkacija iz kratko inkubirane subkulture od
nekoliko sati na krutoj podlozi.

Prilikom direktne identifikacije iz boCice za hemokulturu bujon iz bocice potrebno je prethodno
obraditi nekim od brojnih dostupnih jeftinijih in-house i skupljih komercijalnih (Sepsityper™ kit,
Bruker) protokola u svrhu ekstrakcije proteina koji omogucuju identifikaciju u roku od 20
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odnosno 40 minuta. Stopa identifikacije ovom metodom moze biti do 80% s izuzetkom kvasaca.
Identifikacija iz diskretnog porasta nakon kratke inkubacije subkulture na krutoj podlozi ne
zahtijeva dodatnu obradu uzorka i omogucuje tocnu identifikaciju gram-negativnih bakterija veé
za Cetiri sata, a gram-pozitivnih bakterija nakon najmanje Sest sati.

MALDI-TOF masena spektrometrija u usporedbi s ostalim automatiziranim metodama za
otkrivanje uzro¢nika u pozitivnim hemokulturama ima prednost u odnosu na cijenu, mogucnost
istovremene obrade veceg broja uzoraka te neograniéeni panel mikroorganizama koje moze
identificirati. 106-111

4.8.1.2. Fluorescencijska hibridizacija in situ s PNA probama (PNA/FISH)

PNA/FISH je metoda koja omogucuje brzu identifikaciju gram-pozitivnih i gram-negativnih
bakterija te Candida spp. direktno iz pozitivne hemokulture. Metoda se temelji na primjeni PNA
proba koje se vezu za rRNA specificnu za pojedini mikroorganizam te su potom vidljive pomocu
fluorescentnog mikroskopa a rezultat je dostupan u roku do 90 minuta. Najéesée upotrebljavani
komercijalni kit (AdvanDx, Woburn, SAD) mozZe identificirati bakterije Staphylococcus aureus,
kogaulaza negativni stafilokok, Enterococcus fecalis, i ostale enterokoke, Klebsiella pneumoniae,
Escherichia coli i Pseudomonas aeruginosa te pet vrsta Candida spp. - Candida
albicans/parapsilosis, C. tropicalis i C. glabrata/krusei. 12

Utemeljen na FISH metodi trenutno je dostupan i automatizirani sustav (AcceleratePheno
System, Accelerate Diagnostics) koji omogucuje identifikaciju Sest gram-pozitivnih (S. aureus, S.
lungdunensis, E. faecalis, E. faecium, koagulaza negativni stafilokok, Streptococcus spp.) i osam
gram-negativnih bakterija (Escherichia coli, Klebsiella spp., Enterobacter spp., Serratia
marcescens, Proteus spp., Citrobacter spp., Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii)
te C. albicans i C. glabrata u vremenskom roku od oko dva sata. Navedeni sustav omogucuje i
odredivanje minimalnih inhibitornih koncentracija Siroke palete antibiotika za bakterije prisutne
u hemokulturi u roku od priblizno sedam sati.**3

4.8.1.3. Sustavi temeljeni na multiplex PCR i filmarray tehnologiji

Posljednjih nekoliko godina na trziStu postoje sustavi temeljeni na multiplex PCR i filmarray
tehnologiji koji omogucuju identifikaciju bakterija i Candida spp. direktno iz pozitivhe bocice za
hemokulturu unutar 1 do 4 sata (FilmArray blood culture identification (BCID) panel, Biofire;
Verigene, Nasphere). Komercijalni sustav temeljen na filmarray tehnologiji omogucuje
identifikaciju ukupno 43 razli¢ita patogena ukljuéujuci i sedam vrsta Candida spp. kao i 10
razliCitih gena rezistencije. Prednost metode je jednostavna priprema uzorka u trajanju od dvije
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minuta jer se svi potrebni reagensi nalaze vec pripremljeni unutar kazete koja se s uzorkom
stavlja u uredaj a rezultati su dostupni u roku od sat vremena. 114118

4.8.2. Direktno otkrivanje uzrocnika u uzorcima krvi

Za otkrivanje uzrocnika direktno u uzorcima krvi trenutno se najvise oekuje od T2 magnetske
rezonance (T2 Biosystems). Metoda se temelji na lizi eritrocita, koncentriranju stanica
mikroorganizama i njihovoj lizi nakon cega slijedi amplifikacija DNA pomodu termostabilne
polimeraze i specifiénih pocetnica te detekcija amplifikata aglomeracijom supramagnetskih
Cestica i T2 magnetske rezonance. T2 magentska rezonanca ima limit detekcije 1 CFU/mL a
panel obuhvaéa Sest bakterijskih uzro€nika Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus,
Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa i Escherichia coli te
pet vrsta Candida spp. - C. albicans/C. tropicalis, C. glabrata/C. krusei i C. parapsilosis. Rezultat
pretrage dostupan je u roku od tri do pet sati. Prema istraZzivanjima osjetljivost i specifi¢nost T2
magnetske rezonance za otkrivanje kandidemije je 90% odnosno 98% te prvi rezultati pokazuju i
da bi se ova metoda kod kandidemije mogla koristiti i zbog svog prognosti¢kog znacenja.'*®

4.8.3. Testiranje osjetljivosti na antibiotike direktno iz pozitivnih hemokultura

Tradicionalno se vrijeme potrebno za kultivaciju pozitivne hemokulture na hranjivi agar i
postavljanje disk difuzijskog testa osjetljivosti iz subkulture na agaru pokuSavalo skratiti
direktnim nasadivanjem bujona na agar za antibiogram. U doba kad bakterije nisu posjedovale
razne mehanizme rezistencije, veéa preciznost u izvodenju testa osjetljivosti mozda i nije bila
neophodna, no u danasnje doba neophodno je testiranje osjetljivosti na antibiotike direktno iz
hemokultura precizno izvesti sukladno EUCAST standardu (EUCAST Rapid AST directly from
blood culture bottles).

Ukratko, 100 - 150 pL bujona pozitivne hemokulture se inokulira na agar plo€e za antibiogram
(MH ili MH-F, ovisno o vrsti bakterija), najkasnije unutar 18h od pozitivnog signala uredaja za
inkubaciju hemokultura. Ploce se inkubiraju pod uobi¢ajenim uvjetima, a vrijednosti promjera
zone inhibicije se ocitavaju uz otvorenu pokrovnu plo¢u to¢no nakon 4, 6 ili 8 sati inkubacije
ovisno o tome kako brzo bakterije rastu i momentu kad zone inhibicije postanu jasno vidljive.
Ako zone nisu vidljive niti nakon 8h inkubacije test se ne mozZe nastaviti inkubirati ve¢ se smatra
nevazeéim. U tijeku je izrada EUCAST standarda za ocitavanje rezultata nakon 24h, no to joS$ nije
dostupno u vrijeme izrade ovih smjernica. Granicne vrijednosti veli¢ine zone inhibicije se ne
ocitavaju prema uobicajenoj EUCAST tablici koja vrijedi za standardni antibiogram iz kulture, veé
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su naznacene u posebnoj EUCAST RAST tablici i strogo su specificne za bakterijsku vrstu, pojedini
antibiotik i vrijeme inkubacije te je ograni¢enje ove metode Cinjenica da se u doba ocitavanja
antibiograma mora vec znati identifikacija bakterije. Testiranje osjetljivosti direktno iz pozitivhe
bocice ¢e, stoga, biti ograni¢eno na primjenu u laboratorijima koji mogu raditi brzu identifikaciju
bakterija iz pozitivnih hemokultura (vidi 4.7.1.). Daljnje ograni¢enje ove metode je da je
validirana samo za neke bakterijske vrste (Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae, Enterococcus faecalis,
Enterococcus faecium i Acinetobacter baumannii) i neke antibiotike. Radi se, medutim, o
najceS¢im bakterijskim vrstama izoliranim u klinickoj rutini i najvaZnijim antibioticima za
lijeenje kriti¢no bolesnih pacijenata.t?912!

4.9. Postupak s negativnim boc¢icama

Nakon inkubacije od 5 dana, ako uredaj bocicu proglasi negativnhom izdaje se nalaz ,Kultura
ostala sterilna”.

4.9.1. Infektivni endokarditis s negativnim hemokulturama

Infektivni endodokarditis s negativhim hemokulturama mozZze biti posljejdica prethodno
primijenjenoga antimikrobnog lijeenja ili posljedica infekcije tesko uzgojivim bakterijama kao
Sto su gram-negativni Stapi¢i tzv. HACEK grupe (Haemophilus spp., Aggregatibacter
actinomycetemcomitans, Cardiobacterium hominis, Eikenella corrodens i Kingella kingae) te
intracelularnim bakterijama kao Sto su koksijela, bartonela i klamidija. Infektivni endokarditis
uzrokovan HACEK grupom je rijedak i ucestalost u istraZzivanjima varira od 0,5% do 6,1%
infektivnih endokarditisa. Unatoc¢ tradicionalno uvrijezenom misljenju da HACEK grupa bakterija
sporo raste, u istrazivanjima je pokazano da u automatiziraniim sustavima za obradu
hemokulture porastu prosje¢no za 3.4 dana te se produZena inkubacija hemokultura nije se
pokazala u¢inkovitom u izolaciji ovih mikroorganizama.®*

5. POSTANALITICKA FAZA

Bodicu s bujonom treba Cuvati do izdavanja nalaza i pospremanja izolata.
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5.1. lzdavanje nalaza

Rezultati hemokultura, bilo pozitivni ili negativni, su od kriticne vaznosti za pacijenta. lzvjestaj
klini¢aru treba biti brzo dostupan i tocan.

5.1.1. Negativan nalaz

Nalazi negativnih hemokultura se izdaju nakon isteka punih 5 dana.

5.1.2. Pozitivan nalaz

Odmah nakon Sto uredaj signalizira pozitivnu hemokulturu, oznaéenu bocicu treba Sto prije
obraditi i u $to kracem vremenskom razdoblju odjelnom lijec¢niku usmeno (pozeljno i pismeno)
javiti preliminarni nalaz (mikroskopski nalaz i/ili brza identifikacija i osjetljivost uzro¢nika) . Uz
usmeno javljanje, potrebno je zapisati na radnom listicu kada je i kome javljen nalaz te kratki
sadrzaj komunikacije (informaciju o pacijentu koja moZe imati utjecaja na daljnje vodenje
pretrage, dogovorena terapija i sl).

Konacni nalaz se izdaje u pisanom obliku i sadrzi:

- mikroskopski nalaz

- identifikaciju uzro¢nika

- osjetljivost uzroénika na antibiotike ukoliko se radi o klini¢ki zna¢ajnom izolatu
- po potrebi komentar nalaza

5.2. Vremenske norme

S obzirom na veliki znacaj nalaza hemokulture za tesko bolesnog pacijenta, bitno je da u svim
fazama obrade hemokultura dijelovi procesa ovisni o ljudskom cimbeniku produ Sto brze.
Tablica 7 prikazuje standardno vrijeme obrade (engl. ,turnaround time“, TAT) u pojedinim
fazama koje se ne bi smjelo prelaziti.

5.2.1. Predanaliticka faza
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Preporuka je da se hemokulture uloZe u uredaj za inkubaciju i automatsko ocditavanje sto je prije
moguce, idealno unutar 4 sata od vremena kad je uzorak uzet, a maksimalno do 24 sata pri
¢emu mogu postojati i specificne preporuke proizvodaca uredaja. S obzirom da ¢e vrijeme do
pozitiviteta hemokulture biti tim krace S$to se prije inokulirana bocica uloZi u uredaj za
inkubaciju, laboratoriji koji ne rade 24h/7d, mogu razmotriti postavljanje uredaja ispred
laboratorija kako bi odjelni djelatnici i izvan redovnog radnog vremena laboratorija mogli ulagati
hemokulture u uredaj za inkubaciju.1?%123

5.2.2. Analiticka faza

Nakon Sto uredaj signalizira da je odredena bocica pozitivna, potrebno je $to prije napraviti
preparat obojen po Gramu i subkulturu.1?*

Za identifikaciju izolata ocekivani TAT je 24-48 sati, raCunajuéi od vremena kada se organizam
dobije u cistoj kulturi. Vrijeme potrebno za identifikaciju izolata ovisi o brzini rasta bakterijske
vrste.

Za odredivanje osjetljivosti, ocekivani TAT je 24-48 sati od dovoljnog porasta Ciste kulture, Sto
takoder ovisi o bakterijskoj vrsti.

5.2.3. Postanaliticka faza

Uklju€uje izvjeStavanje i komunikaciju vezane uz mikroskopski nalaz, nalaz kulture te konacni
nalaz. Zadada lije¢nika mikrobiologa je Sto ranije izvijestiti odjelnog lije¢nika o preliminarnim i
konacnim rezultatima usmeno i pismeno. Spajanjem laboratorijskog i bolni¢kog informatickog
sustava brza komunikacija rezultata moZe biti olakSana, no u sluéaju javljanja nalaza
hemokultura elektronsko javljanje ne isklju¢uje neophodnost usmenog komuniciranja rezultata.
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Tablica 8. Standardno vrijeme obrade (engl. ,turnaround time“, TAT) hemokultura

Proces

Aktivnosti

Vrijeme obrade (TAT)

Predanaliticka faza

Od uzimanja hemokulture do

ulaganja u uredaj

uzimanje, transport uzoraka i

ulaganje u uredaj

Analiticka faza

Od proglasenja bocice
pozitivnom do
mikroskopiranja, identifikacije
i testiranja osjetljivosti

Subkultura

Bojanje po Gramu

odmah nakon proglasenja
bocice pozitivhom

Identifikacija

24-48 h

Testiranje osjetljivosti

24-48 h

Postanaliticka faza

Od zaprimanja do izdavanja
negativnog nalaza

Negativan nalaz

nakon 5 dana inkubacije

Od proglasenja bocice
pozitivnom do izdavanja
nalaza

Pozitivan mikroskopski nalaz

<2h

Preliminarna identifikacija

ovisno o primijenjenoj
dijagnostickoj platformi

Direktni antibiogram

<8h

Konacna identifikacija i
antibiogram

Istog dana kada su potvrdeni
rezultati
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6.0. OSIGURANIJE KVALITETE

Vrijednost dijagnostike bakterijemija uvelike ovisi o odjelnim djelatnicima koji mogu doprinijeti
kvaliteti pretrage na sljedece nacine:

=  Dosljednim koriStenjem asepticke tehnike uzimanja uzorka

=  Pravilnim izborom volumena krvi, broja uzoraka te vremena vadenja hemokultura

= Pravilnim oznacavanjem seta i vremena uzimanja uzorka na uputnici

= Dobrom procjenom odgovornog lije¢nika o pravilnoj indikaciji, mogu¢em uzrocniku i
interpretaciji rezultata

Odgovornost je klinickih mikrobioloskih laboratorija da pripreme pisane upute o uzimanju
hemokultura, provode edukaciju osoblja o uzimanju hemokultura te pruzaju povratne
informacije osoblju o rezultatima praéenja indikatora kvalitete obrade hemokultura u
odredenom razdoblju.

Na laboratorijskim djelatnicima je odgovornost da provode unutarnju i vanjsku kontrolu
laboratorijskih postupaka ukljué¢enih u obradu hemokulture.?>126

6.1. Unutarnja kontrola kvalitete

Unutarnju kontrolu kvalitete redovito provodi zaduzeni djelatnik laboratorija i ona ukljucuje
sliedeée postupke:

= kontrola uredaja — provodi se dnevna kontrola temperature
= kontrola bocica za hemokulture
o rok trajanja i certifikat proizvodaca se provjerava pri primitku

o kontrola rasta: svaki novi LOT bocica se kontrolira ulaganjem u uredaj pozitivne
(u laboratoriju inokulirane) i negativne bocice

= kontrola bojanja uzorka hemokulture po Gramu

Daljnja obrada izolata podlijeze kontroli kvalitete pojedinih laboratorijskih postupaka
identifikacije i testiranja osjetljivosti izolata.
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6.2. Vanjska kontrola kvalitete

Svaki laboratorij treba sudjelovati u programu kontrole kvalitete za razlicite postupke, koji nudi

vanjski davatelj usluge. Primjeri davatelja usluga vanjske kontrole kvalitete za Siroku paletu
laboratorijskih postupaka su UK NEQAS i LABQUALITY.

6.3. Indikatori kvalitete

U svrhu pracenja kvalitete rada poZeljno je pratiti sljedece indikatore dobre klinicke i

laboratorijske prakse:

Pracenje volumena krvi u bo¢icama za hemokulture
Vrijeme od uzimanja hemokulture do vremena ulaganja inokulirane bocice u uredaj
Za pozitivne hemokulture, vrijeme obrade (TAT) po pojedinom procesu

o Vrijeme od detekcije u aparatu do vadenja bocica

o Vrijeme od vadenja bocica do rezultata bojanja po Gramu

Vrijeme od zaprimanja uzorka do verifikacije gotovih nalaza - ukupno vrijeme obrade
(TAT)

Frekvencija pozitivnih nalaza promptno javljenih na odjel

Stupanj kontaminacije hemokultura

Stopa lazno pozitivnih signala uredaja

Stopa pozitivnih hemokultura (uklju¢eni samo klini¢ki znacajni uzrocnici)

Udio dostavljenih pojedinac¢nih setova od 2 bocice (20 mL krvi) / % pojedinacnog seta od
2 bocice od ukupnog broja setova.'?”140

6.4. Pohrana uzorka

Inokuliranu bocicu hemokulture treba ¢uvati do izdavanja nalaza i pohranjivanja izolata.
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Svi klinicki znacajni izolati (po jedan izolat od svakog seta hemokultura) se pohranjuju na
odgovaraju¢i medij (npr. komercijalni mediji microbank ili cryobank) i upisuju u evidenciju.
Vrijeme cCuvanja izolata moZe varirati ovisno o akademskim interesima laboratorija, no u
interesu pacijenta mora iznositi najmanje dvije godine.
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