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1. UvOD

1.1. Laboratorijska dijagnostika

Laboratorijska dijagnostika je medicinska disciplina usmjerena k stjecanju,
istrazivanju i primjeni znanja. Brojnim tehnikama i metodama analizira sastav tjelesnih
tekucina, stanica 1 tkiva, a rezultati analiza su laboratorijski nalazi na korist pacijentima
podrazumijeva njezin napredak u posljednjih 80-ak godina. To je multidisciplinarna
znanost koja obuhvaca: mikrobiologiju, parazitologiju, virologiju, hematologiju i
koagulaciju, transfuziju i imunohematologiju, histopatologiju, klini¢ku biokemiju,

citologiju, imunologiju i molekularnu dijagnostiku.®

Pravodobna 1 tocna dijagnoza bolesti osnova je uspje$nog lijecenja bolesnika.
Iscrpna anamneza i fizikalni pregled Kljuéni su u postavljanju orijentacijske ili
privremene dijagnoze prema kojoj se traze laboratorijska ispitivanja bolesnika.
Laboratorijska ispitivanja koja pridonose, potvrduju, modificiraju ili odbacuju
privremenu dijagnozu, ili, $to je znatno ¢e$ce, na osnovi njih traze se dodatna ispitivanja
nazivaju se laboratorijskom dijagnostikom. Vaznost laboratorijske dijagnostike je u

postavljanju dijagnoze, procijeni bolesnikova stanja i djelovanju lijeka i lijecenja.
Da bi laboratorijska dijagnostika mogla ispuniti o¢ekivanja potrebno je:

e pravilno uzeti uzorak za laboratorijsko ispitivanje
e postaviti precizan zahtjev za pretragom
e dobro izvesti testove i interpretirati rezultate

e to¢nost, dobra identifikacija i potpunost cjelokupne dokumentacije.®
1.2. Utjecaj razli¢itih ¢imbenika na rezultat laboratorijske pretrage

Na rezultate laboratorijske pretrage mogu utjecati brojni ¢imbenici koji nisu
vezani za bolest, a mogu biti predanaliticki, analiti¢ki i poslijeanaliticki. Naj¢es¢i izvor
pogresaka u laboratorijskoj dijagnostici se dogodi u predanalitickoj fazi. Samo
analiticka faza se u potpunosti odvija u laboratoriju. Svaki korak u svim fazama je
potencijalni izvor pogreske. Prema literaturnim podacima udio pogresaka je najmanji u

analitickoj fazi rada (4-13%) dok je znacajno veéi u pred- i post- analiti¢koj fazi (50-



70%). Po vremenu trajanja, najduzi, a time i najkriti¢niji dio laboratorijskog procesa je
predanaliticki dio. Iako se u tom dijelu laboratorijskog procesa javlja od 46 do 68% svih
laboratorijskih gresaka, laboratorijskom pogreskom smatra se svaka nesukladnost u bilo
kojem dijelu laboratorijskog ciklusa, od zahtjeva za izradom pretraga do tumacenja i
primjene nalaza. Naj¢esce posljedice uz kasnu detekciju postojanja pogreske koja se
obi¢no primjeéuje tek u laboratoriju, jesu i potreba za ponovljenim uzorkovanjem,
produZeno vrijeme izrade i izvjeStavanja, te dodatni napori svih djelatnika uklju¢enih u
postupak uzimanja uzorka. Izvananaliticka faza nadilazi podrucje rada stru¢nog
laboratorijskog osoblja i ukljucuje cjelokupno medicinsko osoblje. Pretpostavlja se da
0,1-9,3% svih izdanih nalaza je pogresno. S obzirom da se 70-80% medicinskih odluka
temelji na rezultatima laboratorijskih nalaza, izuzetno je vazno da laboratorijski nalaz

bude tocan i ispravno interpretiran. Preduvjet za dobru i valjanu interpretaciju nalaza je

znati gdje mozemo pogrijesiti.®4
CJELOKUPNI LABORATORDSKI PROCES /
Izvan domene rada laboratorija
Laboratorij |
46-68% 19-47% \
N\

Predanalititka Postanalititka
* nekorektno zadavanje pretraga +izgubljeni uzorak *izgubljeni rezultati
*neobiljeZene pretrage » greika opreme * vrijeme izdavanjanalaza
*izgubljena uputnica » analiticka pogreska (TAT: eng. tumaraund time)

* neprimjereno pripremljen pacijent

* pogreino obiljezen uzorak

« greske u prepisivanju

* nepravilna interpretacija
* pogreske prilikom uzimanja uzorka

* nepravilan postupak s uzorkomiza
uzorkovanja
*nepravilantransport, odjeljivanjei

¢uvanje uzorka

Slika 1. Raspodjela pogresaka u ukupnom procesu laboratorijskog rada s primjerima

pogresaka u svakoj fazi rada®



1.3. Predanaliti¢ki ¢imbenici

Predanaliticke  pogreske ukljuCuju pogreske u predanalitickoj fazi

laboratorijskog procesa. Ove pogreske mogu imati za posljedicu:
a) grubu pogresku zamjene uzorka (nepravilno obiljezen uzorak, zamjena uzorka)

b) prisutnost interferencija (nepravilno uzorkovanje, nepravilna priprema bolesnika,

nepravilan transport, odjeljivanje, Cuvanje uzorka)

¢) neucinjene sve potrebne pretrage (gubitak uputnice, nepravilno oznacene pretrage ili

nekorektno zadavanje pretraga).

Sve ove posljedice ukoliko se prepoznaju odgadaju izdavanje rezultata
laboratorijskih pretraga, a time i medicinske odluke (dijagnoza, lije¢enje). Ukoliko se ne
prepoznaju, dovode do izdavanja neto¢nih rezultata, a §to u konacnici rezultira

pogresnom medicinskom odlukom s vise ili manje loSim ishodom (pogresna dijagnoza

v g

Prema svojoj naravi predanaliticki ¢imbenici mogu biti bioloski (fizioloski) i
metodoloski (postupak uzimanja krvi i drugih bioloskih uzoraka, transport uzoraka u
laboratorij, pohrana uzoraka, analiticka metoda, kontrola kvalitete rada, na¢in izdavanja
nalaza). Vazno je istaknuti da je promjenjivost rezultata laboratorijskih pretraga
uzrokovana bioloskim ¢imbenicima uglavnom veéa od promjenjivosti koju uzrokuju
analiticki ¢imbenici. Bioloski ¢imbenici mogu biti kratkotrajni i dugotrajni (tablica 1.).
Dugotrajne ¢imbenike, na koje se ne moze utjecati, vazno je prepoznati 1 uzeti u obzir
pri procjeni rezultata pretraga. Kratkotrajne biolosSke 1 metodoloSke ¢imbenike moguce
je znatno smanjiti, odnosno ukloniti, standardizacijom predanalitickih postupaka pri
pripremi bolesnika, prije uzimanja uzorka, pri postupku uzimanja uzorka i pri postupku

s uzorkom prije obrade.®

Predanaliticki dio laboratorijskog procesa uglavnom se odvija izvan direktnog
nadzora laboratorija, a obuhvaca identifikaciju i pripremu bolesnika, prikupljanje
uzoraka, rukovanje uzorcima, njihovu dostavu u laboratorij. Dio predanalitickog
procesa unutar laboratorija odnosi se na prihva¢anje uzoraka, pripremu za analiticki dio

I njihovu raspodjelu po radnim mjestima. Stoga laboratorij treba u svojim postupcima



dobre prakse jasno odrediti i provoditi postupke identifikacije nesukladnih uzoraka i

nadine uklanjanja njihova utjecaja na konaéne rezultate.®

Tablica 1. Predanaliti¢ki ¢imbenici®

Dugotrajni bioloski ¢imbenici

Genski spol, rasa, nasljedne pogreske, sklonost prema bolestima

Dob novorodencad, djeca do puberteta, odrasle osobe, starije

osobe, reprodukcijski ciklus

Ekoloski nacin prehrane, op¢i uvjeti zivota, fizikalni, kemijski i bioloski

ucinci okolisa

Ciklicke promjene | menstrualni ciklus, godiSnje doba

Tjelesni ustroj

Navike pusenje, alkoholizam i druga sredstva ovisnosti

Kratkotrajni bioloski i metodoloski ¢imbenici

Bioloski metabolicki (gladovanje, stres, tjelesni napor, lokalne
metabolicke promjene), hemodinamicki (polozaj tijela), dnevni

ritam, indukcija jetrenih enzima, stani¢no oStecenje

Metodoloski uzimanje krvi (vrsta uzorka, postupak uzimanja, pribor,
antikoagulans), postupak s krvi prije obrade (dostava do
laboratorija, temperatura, odvajanje seruma/plazme od stanica,

centrifugiranje, pohrana)

1.4. Analiti¢ki ¢imbenici

Dugo vremena vladalo je misljenje da je najkriticniji dio laboratorijske
dijagnostike  analiticki dio  posla. Medutim  modernizacijom tehnologije,
automatizacijom analitiCkog dijela, informatizacijom, a nadasve unapredivanjem
kvalitete reagensa, kontrolnih materijala, i svakako provodenjem kontrole kvalitete rada,
bilo unutarnjim ili vanjskim sustavom kontrole, ucestalost pogreSaka u tom dijelu

laboratorijskog procesa iznosi manje od 13%.*



Opcenito se u laboratoriju primjenjuju kvalitativne i kvantitativne metode
(odredivanje koli¢ine ili koncentracije analita). Pouzdanom analitickom metodom mora
se dobiti rezultat koji zadovoljava kriterije pouzdanosti tj. mora biti toc¢an i jednak ako
se analiza ponavlja (precizan). To¢nost je izraz slaganja izmedu niza mjerenja izvedenih
iz istog uzorka, a preciznost izraz slaganja izmedu izmjerene i prave vrijednosti uzorka.
Takvom se metodom mogu myjeriti male koncentracije trazenog analita (analiticka
osjetljivost), a metoda ne podlijeze interferencijama s drugim supstancama (analiticka
specifi¢nost). Metoda bi, dodatno, trebala imati prihvatljivu cijenu te biti jednostavna i

brza za izvodenje, kako bi se pravodobno dobio konacan rezultat.

Razlic¢ite tvari koje nisu identi¢ne s parametrima koji se odreduju mogu ometati
analiti¢ki postupak. Analiticki, u postupku mjerenja, mogu smetati lijekovi, nadomjesna
terapija plazmom, antikoagulansi, te parametri kao S$to su hemoglobin, bilirubin,
monoklonski imunoglobulini, lipidi, methemalbumin. Pogreske koje se mogu dogoditi u
radu laboratorija (grube, sustavne i slucajne) svode se na minimum savjesnim
pridrzavanjem jasnih, uskladenih postupaka na svakom stupnju procesa rada u

laboratoriju, a otkrivaju se postupkom kontrole kvalitete rada.®
1.5. Mikrobioloska laboratorijska dijagnostika

Mikrobiologija je medicinska struka koja je nastala iz potrebe da se postavi
egzaktna dijagnoza uzro¢nika bolesti tj. da se nesigurna klinicka impresija potvrdi
egzaktnim podacima. To je interdisciplinarna dijagnosticka struka kojoj je svrha

postavljanje etioloske dijagnoze infekcija i praéenje antimikrobnog lije¢enja.(”

Laboratorijska dijagnostika infektivnih bolesti zapocinje analizom podataka o
pocetku 1 tijeku bolesti, otkrivanjem klinickih simptoma 1 znakova bolesti te
iskljuivanjem ostalih mogucih, nezaraznih, uzro¢nika bolesti. Mikrobioloska
laboratorijska dijagnostika ovisi o nekoliko ¢imbenika; poznavanje patogeneze
infekcije; patogeneza infekcije odredenog mikroorganizma odreduje vrstu uzorka od
bolesnika, tehniku i vrijeme uzimanja uzorka tijekom trajanja infekcije. Osobito je
vazno u uzorku ocuvati §to ve¢i broj prisutnih infektivnih Cestica, a to znaci da treba

poznavati na¢ela i pojedinosti uzimanja i slanja uzorka u mikrobioloski laboratorij.®



Uloga klinickog mikrobioloskog laboratorija:

obrada razlicitih klinickih uzoraka dostavljenih u laboratorij
izolacija patogenih mikroorganizama iz klini¢kih uzoraka
identifikacija (specifikacija) patogena (do razine vrste)

odredivanje antimikrobne osjetljivosti/ rezistencije izoliranog mikroorganizma.
Metode mikrobioloske dijagnostike:

izravno dokazivanje uzrocnika ili njegovih antigena
- mikroskopske metode
- kultivacija
neizravno dokazivanje uzro¢nika-seroloske metode
- specifi¢ni imuni odgovor bolesnika na antigene uzro¢nika

molekularne metode.



2. CILJ RADA

Cilj ovog rada je ukazati na naj¢eS¢e potencijalne pogreske u predanaliti¢koj i
analitiCkoj fazi rada u mikrobioloSkom laboratoriju u svrhu njihovog izbjegavanja.
Opcenito predanaliticka faza ukljucuje pripremu bolesnika za uzimanje odgovarajuceg
uzorka za trazenu pretragu, odgovarajuéi nacin sakupljanja uzorka, transport uzorka do
laboratorija ili njegovu pohranu, odgovarajuéu pripremu uzorka prije analitickog
postupka te poznavanje i uzimanje u obzir utjecaja bioloskih nepromjenjivih ¢imbenika.

Analitika obuhvaca dio od obrade uzorka pa do dobivanja rezultata.

Svaki laboratorij ima svoja pravila kojih se mora pridrzavati ovisno o uzorcima
koje obraduje. Kako kvaliteta laboratorijskih rezultata izravno ovisi o kvaliteti klinickog
uzorka i dobivenim informacijama, tako i uspjeh laboratorijske dijagnostike ovisi 0
kvaliteti uzorka- vrsti, vremenu i nacinu uzimanja jer ne postoji postupak kojim bi se
mogli dokazati svi moguci patogeni mikroorganizmi, a da ih se pri tome razlikuje od
apatogenih. Kvaliteta i pouzdanost mikrobioloskih nalaza takoder uvelike ovisi 0
pravilnom prikupljanju uzoraka od pacijenta, te o pravilnom i brzom transportu

materijala u laboratorij.



3. 1ZVORI PODATAKA | METODE

3.1. Nacela dobre laboratorijske prakse

U standardne mjere zastite djelatnika u laboratoriju ubrajamo: pribor za osobnu

zastitu, tehnicka sredstva za zastitu i1 zaStitne postupke.

Pribor za osobnu zastitu:

e rukavice
e naocale
e maske

e pregace, ogrtaci

e kaljace, ¢izme, navlake za obucu.
Tehnicka sredstva za zastitu:

e Cvrsti nepropusni spremnik za otpad

e igle sa zaStitnim mehanizmom.
Zastitni postupci:

e pranje ruku
e ispravno odlaganje upotrijebljenih igala i oStrih predmeta

e ispravno postupanje sa zagadenim predmetima i inficiranim bolesnicima.")
Ostala nacela: skupljena kosa, bez jela 1 pic¢a, puSenja, Sminkanja.

Sigurnosni kabineti: Stite od aerosola, para koje su otrovne pri radu s opasnim
mikrobakterijama. Razlikuju se kemijski kabineti (hud koji usisa i izbaci otrovne

plinove) i bioloski (s vremenom prodisti cijeli zrak u prostoriji, reciklira ga).
3.1.1. Pranje ruku

Higijena ruku je najjednostavniji i najvazniji nacin sprjecavanja i kontrole
infekcija koje se prenose necistim rukama. Postupcima higijene ruku uklanjamo
mikroorganizme koji su potencijalni uzro¢nici bolni¢kih infekcija. Higijena ruku

provodi se:



e pranjem sapunom i teku¢om vodom

¢ higijenskim utrljavanjem alkoholnog pripravka.

Ukoliko su ruke vidljivo oneciS¢ene obvezno je provesti higijensko pranje ruku
sapunom i teku¢om vodom. Ukoliko ste bili u kontaktu s bolesnikom kod kojeg je
izolirana bakterija Clostridium difficile obvezno je provesti postupak pranja ruku
sapunom 1 teku¢om vodom. Postupak higijene ruku higijenskim utrljavanjem
alkoholnog pripravka provodi se pripravcima koji sadrze jedan ili vise dezinficijensa na
bazi etilnog alkohola ili izopropranola. Higijensko utrljavanje isto kao i pranje ruku
standardna je mjera higijene ruku. Prije higijenskog utrljavanja ruke nije potrebno

prati.®
Postupak pranja ruku sapunom i teku¢om vodom (slika 2.):

s ruku odstraniti nakit, rucni sat
ruke namoditi pod teku¢om toplom vodom

laktom ili podlakticom dozirati 3-5 ml sredstva za pranje ruku u skupljene ruke

A wnp e

trljati da se stvori pjena po cijeloj povrsini ruku kroz najmanje 1 minutu te
slijediti pokrete opisane na posteru

dlan o dlan

desni dlan preko lijeve nadlanice i obrnuto

dlan o dlan s isprepletenim prstima

gornji dio prstiju o suprotni dlan

© 0o N o O

kruzno trljanje desnog i lijevog palca

10. kruzno trljanje vrhova prstiju desne ruke o dlan lijeve ruke i obrnuto

11. ruke temeljito isprati pod teku¢om vodom kroz 10-15 sekundi

12. ruke posusiti jednokratnim nerecikliranim papirnatim ru¢nikom laganim

pritiskom i upotrjebljenim rué¢nikom zatvoriti slavinu.®
3.1.2. Postupak dekontaminacije u slu¢aju prolijevanja uzorka

e navuci jednokratne rukavice
e pokupiti sadrzaj stani¢evinom

e odbaciti sve u infektivni otpad



e povrsinu prekriti stani¢evinom natopljenom u otopini dezinficijensa i ostaviti da

djeluje 5 minuta

e staniCevinu odbaciti u infektivni otpad

e ponoviti pranje i dezinfekciju povriine otopinom dezinficijensa.®

Higijensko pranje ruku

. Traianie postupka: 40 - 60 sekundi

Namogite ruke ped tekucom
vodom

= \\,%q\@@“ﬁz

Dlan desne o nadlanicu
lijeve ruke i cbrnuto

Kruznim pokretima trljajte
palce obje ruke

Dozirajte tekuci sapun za
pranje ruku

X4

Dlan o dian s isprepletenim
prstima

Vrhove prstiju desne ruke o

dlan lijeve i obrnuto

Osusite jednokratnim
papirnatim ruénikom

Upotrebljenim ruénikom
zatvorite slavinu

Trljajte dlan o dlan

&

Obuhvatite prste suprotne
ruke i trijajte

R~

=

e o)
Temeljito isperite ruke
tekuéom vodom

Suhe i giste ruke

Slika 2. Postupak pranja ruku

Izvor: http://atma.hr/wp-content/uploads/2012/09/files.jpg

3.1.3. Sadrzaj uputnice

Svaki uzorak mora pratiti pravilno ispunjena uputnica jer su zamjene uzoraka

najéeséi uzroci gresaka.?) Vazno je pravilno, ¢itko i u potpunosti ispuniti popratnu

uputnicu jer ona ¢esto predstavlja jedinu komunikaciju izmedu mikrobiologa i lije¢nika
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koji Salje odredeni uzorak na mikrobiolosku pretragu. Na mikrobiolo§koj uputnici

nalaze se sljedeci podaci:

podaci o ustanovi i njenoj organizacijskoj jedinici, ambulanti ili lije¢niku koji
Salje bolesnika ili uzorak u laboratorij

podaci za identifikaciju bolesnika (ime, prezime, spol, datum rodenja, adresa,
mati¢ni broj, zanimanje)

pretrage koje se traze

datum

ime, prezime i potpis lije¢nika koji je napisao uputnicu

radna (uputna) dijagnoza

vrsta 1 vrijeme uzimanja bioloSkog materijala

podaci o antimikrobnom lije€enju

jedinstveni laboratorijski broj koji prati tijek laboratorijskog procesa (uputnica,
uzorak, radna lista, nalaz)

za hitne pretrage na uputnici je jasno nazna¢en zahtjev hitnosti.®

3.2. Uzorci za mikrobioloSke pretrage

Klini¢ki uzorci su uzorci uzeti od bolesnika radi postavljanja etioloske dijagnoze

1/ili pracenja progresije infekcije. Bitno je da se prije pocetka primjene antibiotske

terapije uzorak dobro odabere, pravilno uzme, brzo transportira do mikrobioloSkog

laboratorija jer se radi o Zivim organizmima. Odgovarajuci uzorak je:

uzet s odgovarajuceg mjesta- mjesto aktivne replikacije mikroorganizma
uzet u odgovarajucoj koli¢ini

kvalitetan (npr. iskasljaj, a ne slina; ili gnoj, a ne bris gnoja).
Vrste klini¢kih uzoraka:

krv, likvor, tkivo- obrada na bakterije, viruse, gljive i parazite
urin, sputum, feces- obrada na bakterije, viruse i parazite
bris zdrijela- obrada na bakterije i viruse

gnoj (rane, apscesa)- obrada na bakterije
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» uzorci primarno sterilnih tjelesnih tekuéina- likvor, krv za hemokulture, tekucine

I svi punktati uzimaju se prema svim pravilima asepse.

Uzorak, da bi bio valjan, mora predstavljati sam infektivni proces, pri
uzorkovanju se treba koristiti odgovarajuéi pribor i ako bolesnik sam uzima uzorak,
treba mu dati precizne upute o pripremi za uzimanje uzorka, nadinu uzimanja i
transportu uzorka.”) Svi ovi koraci su bitni jer su dio predanaliti¢ke faze obrade uzorka,
tako da bilo kakvo odstupanje od provodenja uputa dovodi do znacajnih predanalitickih

greSaka.

Tablica 2. Cuvanje uzoraka od uzimanja do obrade(”

Uzorak Temperatura Obrada
Likvor, biopticki uzorci, uzorci za | Sobna (~ 20°C) Odmah!

izolaciju anaeroba ~ V5 sata
Hemokulture Sobna (~ 20°C) ~ 24 sata
Urin, primarno nesterilni uzorci za | Hladnjak (4°C) ~ 24 sata
izolaciju aerobnih i fakultativno

anaerobnih bakterija

Serum za seroloske pretrage Hladnjak (4°C) ~ 24 sata
Zamrzivac (-20°C) | >24 sata

3.2.1. Hemokultura i likvor

Krv za hemokulturu

Hemokultura predstavlja vaznu dijagnosti¢ku pretragu za dokaz bakterijemije tj.
prisutnosti Zivih bakterija koje su prodrle u krv bolesnika.'? Radi se kod sumnje na

sepsu ili kod nejasnog febrilnog stanja. Hemokultura je neponovljivi i prioritetni uzorak.
Postupak pri uzimanju Kkrvi:

- pripremiti sav potreban pribor

- Oprati ruke i navuci Ciste latex rukavice
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- dezinficirati mjesto venepunkcije alkoholnim dezinficijensom (ne palpirati kozu
nad venom nakon izvr$ene dezinfekcije)

- dezinficira se povrsina koze promjera oko 5 cm kruznim pokretima od srediSta
prema periferiji. Postupak treba ponoviti u razmaku od 1 minute. Nakon toga
pri¢ekati 1 minutu da se mjesto punkcije posusi i tek tada punktirati, uvijek, ako
je to mogucde, iz periferne vene

- alkoholnim dezinficijensom dezinficirati i gumeni ¢ep boc¢ice za hemokulturu.
Ostaviti 1 minutu prije punkcije da alkohol ishlapi. Provjeriti ispravnost bocice;
ukoliko se primijeti bilo kakvo zamucenje ili oSteCenje boCice — nemojte je
upotrijebiti — odbacite je kao neispravnu. Novom, neupotrjebljenom iglom
inokulirati krv u bocCicu

- nakon inokulacije, uzorak krvi izmijeSati s bujonom ljuljaju¢i lagano bocicu

nekoliko puta.

1 uzorak (set) za hemokulturu za odrasle bolesnike ¢ine acrobna bocica (zeleni
¢ep) i anaerobna bocica (narancasti ¢ep). Djeci se krv za hemokulturu uzima samo u
pedijatrijsku bocicu (zuti Cep). Preporuca se uzeti 3 seta hemokultura u 1 danu, u
razmaku od pola sata iz razli¢ite ruke. Optimalan omjer krvi i teku¢e podloge je 1:10 do
1:20. preporuceni volumen krv je za odrasle 8-10 ml po bocici, za djecu 4 ml, a za
novorodencad 2 ml. Krv bi trebalo uzeti prije uvodenja antimikrobne terapije. Ne smije
se uzimati vecu koli¢inu krvi od preporucene zbog moguceg laznog pozitiviteta bocice.
Na inokulirane bocice napisati ime i prezime bolesnika, naziv odjela-klinike, vrijeme
vadenja hemokulture i datum. Ne pisati preko bar koda i lota na bocici. Uz inokulirane
bocice u mikrobioloski laboratorij poslati i uputnicu koja mora sadrzavati Citko ispisane
potrebne podatke. Pohrana neinokuliranih bocica je na sobnoj temperaturi, a nakon
uzorkovanja potrebno ih je u sto kra¢em roku dostaviti u laboratorij ili unutar 2 sata na
sobnoj temperaturi, a za duze pohraniti u termostat. Uzorke je potrebno obraditi unutar
24 sata. Iz pozitivnih hemokultura se zatim odmabh radi identifikacija mikroorganizma i
direktni antibiogram. Nalaz negativne hemokulture je sterilan ako nakon 7 dana

inkubacije u automatiziranom sustavu nije doslo do porasta mikroorganizama.
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Slika 4. BacT/ALERT 3D automatizirani sustav za hemokulture

Najcesce greske: nije se pricekalo da alkohol ishlapi, prilikom dezinfekcije gumenog
¢epa bocice ili prilikom dezinfekcije mjesta venepunkcije; palpirala se vena nakon

dezinfekcije, a prije venepunkcije.

Likvor

Cerebrospinalni likvor se uzima pri sumnji na meningitis. Likvor se moZze uzeti u
sterilnu posudicu ili u sterilnu epruvetu s ¢epom i navojem. Lumbalna punkcija se
izvodi prema pravilima asepticnog uzimanja uzoraka (pazljiva dezinfekcija mjesta
punkcije). U mikrobioloski laboratorij treba poslati uzorak likvora uzet lumbalnom

punkcijom nakon uzimanja likvora za ostale laboratorijske pretrage (zbog izbjegavanja
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moguce kontaminacije). To je takoder neponovljivi uzorak, pa uz njega treba biti
pravilno popunjena uputnica. Likvor se prilikom punkcije nakapa na krute podloge te u
epruvetu s teku¢om podlogom. Preporucena koli¢ina uzorka je minimalno 1 ml za
izolaciju bakterija, a 2 ml za izolaciju kvasaca i mikobakterija. Na inokulirane epruvete
s podlogama (posudicu) napisati ime i prezime bolesnika te odjel/kliniku. Likvor se
odmah odnosi u mikrobioloski laboratorij i predaje iz ruke u ruku jer su tipi¢ni
bakterijski uzro¢nici meningitisa vrlo osjetljivi na vanjske uvjete. Iz likvora se najprije
pripremi izravni mikroskopski preparat, a zatim se nasaduje na obogacenu krutu i
tekucu hranjivu podlogu. U slu¢aju odloZene dostave cuvati ga u termostatu na 35°C ili
na sobnoj temperaturi maksimalno 24 sata. Ne stavljati u hladnjak. Obrada likvora
zapocCinje odmah nakon dostave u mikrobioloski laboratorij. U slucaju pozitiviteta, radi
se identifikacija i test osjetljivosti (antibiogram). Ako je kultura likvora negativna, nalaz
se izdaje kao sterilan nakon 4 dana inkubacije. Najce$ée greske: likvor nije inokuliran u
sterilnu epruvetu- bez dodataka za biokemijske pretrage; likvor je dostavljen ohladen

ispod temperature tijela; likvor nije duvan do dostave u termostatu. %12

3.2.2. Koza, meka tkiva i punktati

Bris rane

Rane su podlozne kolonizaciji ili kontaminaciji mikroorganizmima normalne
fizioloSke flore koze. Zato je bris rane najmanje pogodan uzorak za mikrobiolosku
dijagnostiku. Adekvatnim uzorcima smatraju se bioptat tkiva i aspirat eksudata rane.
Ukoliko se ipak uzima bris, on treba biti uzet iz dubokih dijelova rane. Bris rane nije
pogodan uzorak za izolaciju anaerobnih bakterija. Prije uzorkovanja, ranu treba
dekontaminirati, odnosno ukloniti povrSinsku mikrofloru. Bris treba uzeti na mjestu
koje se nakon toalete rane antiseptikom jo$ ispere i fizioloskom otopinom, da bi se
isprao antiseptik i tako eliminirala mogu¢nost dobivanja laZno sterilnog rezultata.
Uzorak se uzima suhim ili u fizioloskoj otopini navlazenim brisom, kojim se ulazi
duboko u ,,dZzepove rane* ne doti¢uci rubove koze. PobriSu se dno 1/ili rubovi rane, te se
bris ostavi 30 sekundi da upije prisutni sadrzaj. Postupak se ponovi s jo§ jednim brisom
(jedan za mikroskopski preparat, drugi za kulturu), te se precizno naznaci koji je prvi, a

koji drugi bris. Mikroskopski preparat daje informaciju o prisustvu leukocita -
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polimorfonukleara; ukoliko leukociti nisu prisutni, tada je svaki mikrobioloski izolat
zapravo samo kolonizacijska flora. Transportirati u laboratorij unutar dva sata, na
sobnoj temperaturi. Ako transport traje duze (do 24h), staviti bris u transportnu podlogu
i ¢uvati na sobnoj temperaturi. Dalje se radi Kultivacija i test osjetljivosti na
antimikrobne lijekove. Izolacija vise od dvije vrste bakterija podrazumijeva

neadekvatno uzet ili transportiran uzorak, te se preporuca ponoviti pretragu.

Bioptat tkiva

Uzorak se uzima tijekom kirurske operacije ili u postupku ciljane biopsije tkiva.
Dezinficirati kozu na mjestu biopsije. Komadi¢ tkiva uzetog iz primarno sterilnog
medija odloziti u sterilnu posudu, u koju je prethodno asepticki naliven odgovarajuci
volumen sterilne fizioloske otopine ( da bi se sprijecila dehidracija ). Tako se moze
transportirati u laboratorij unutar 15 minuta. Ukoliko se o¢ekuju anaerobi, tkivo treba
uroniti u transportni medij. Ako transport traje duze (do 24h), staviti u transportnu
podlogu za anaerobe i ¢uvati na sobnoj temperaturi. Za izradu mikroskopskog preparata,
vrlo mala koli¢ina uzorka mora ostati u sterilnoj posudi. Najce$¢e greske: tkivo nije
¢uvano inokulirano u transportni medij na sobnoj temperaturi, a ocekuju se anaerobi ili
je tkivo odlozeno u sterilnu posudu bez dodatka sterilne fizioloSke otopine, te je

dehidrirano dostavljeno u laboratorij.

Punktati

Postupak: 70 %-tnim alkoholom dezinficirati kozu; pric¢ekati da alkohol ishlapi;
punktirati. Punktat se ne preporu¢a pohranjivati u hladnjak, zbog oCuvanja vitalnosti
termolabilnih mikroorganizama. Naj¢eSc¢e greske: transkutanu punkciju izvoditi bez
prethodne dezinfekcije koze, nakon dezinfekcije koze nesterilno palpirati mjesto
punkcije, zapoceti punkciju prije nego Sto je alkohol ishlapio, ocekivati uspjesnu

analizu, a u bocicu je inokulirana premalena koli¢ina uzorka.

Punktati sterilnih tjelesnih tekuéina (pleuralne, perikardijalne, peritonealne,
zglobne, amnionske itd.)
Uzorci sterilnih tjelesnih tekuéina i punktati uzimaju se u tijeku operacije ili

perkutanom aspiracijom prema svim pravilima asepti¢kog postupka. Uzorak punktirane

16



ili aspirirane tekuc¢ine moze se u laboratorij transportirati u $prici tako da se istisne zrak
iz $price, a upotrijebljena igla se zamijeni novom iglom s poklopcem. Sprica s iglom
donosi se u laboratorij na tvrdom podlosku, a ne u ruci. Najbolje je uzorak staviti u
sterilnu epruvetu sa ¢epom i tako ga transportirati. Manja koli¢ina se moZe asepti¢no
inokulirati u bo¢icu za hemokulturu. Uvijek je potrebno poslati §to veéi volumen
teku¢ine (za izolaciju bakterija barem 1ml). Ako se uzorak Salje u sterilnoj posudici,
mora do¢i u laboratorij unutar 15 minuta. Ako transport traje duze (do 24h), uzorke
treba staviti u transportnu podlogu za anaerobe i ¢uvati na sobnoj temperaturi, ili u
bocicu za hemokulturu i ¢uvati u termostatu na +37°C. Perikardijalna tekuc¢ina i uzorci
za mikolosku dijagnostiku se stavljaju u frizider na +4°C. Za izradu mikroskopskog

preparata, vrlo mala koli¢ina uzorka mora ostati u sterilnoj posudi.?

3.2.3. Respiratorni uzorci

Bris Zdrijela

Indikacije: bakterijske (streptokokne) infekcije Zzdrijela, virusne infekcije
gornjeg disnog sustava. Stapié¢ za uzorkovanje oznaditi imenom i prezimenom pacijenta,
vrstom uzorka i vremenom uzorkovanja. Sterilnom Spatulom potisnuti jezik prema
dolje. Debljim, sterilnim, krutim, neovlazenim $tapi¢em za uzorkovanje obrisati tonzile,
nepCani luk i straznji zid zdrijela. Izbjegavati dodir s uvulom, jezikom, bukalnom
sluznicom i slinom. Odmah po uzorkovanju dostaviti bris u mikrobioloski laboratorij. U
slu¢aju odgodenog transporta Stapi¢ za uzorkovanje staviti u transportnu podlogu na
temperaturu hladnjaka (+4°C). Najée$¢a greska: vatom brisa dotaknuti jezik ili bukalnu

sluznicu.

Bris vestibuluma nosa

Indikacija: bris vestibuluma nosa se koristi u otkrivanju kliconostva na MRSA
(meticilin rezistentni Staphylococcus aureus). Koristiti tanki elasti¢ni Stapi¢ za
uzorkovanje. Oznaciti ga oznaciti imenom i prezimenom pacijenta, vrstom uzorka i
vremenom uzorkovanja. Navlaziti S$tapi¢ za uzorkovanje sterilnom fizioloskom
otopinom te ga uvesti u nosnice oko 1-2 cm duboko. Rotirati Stapi¢ 10-15 sekundi po

sluznici krila nosnica i septuma. Odmah po uzorkovanju dostaviti bris u mikrobioloski
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laboratorij. U sluc¢aju odgodenog transporta Stapi¢ za uzorkovanje staviti u transportnu
podlogu na +4°C. Najceséa greSke: povrsno, nedovoljno temeljito, obrisana sluznica;

uzeti bris nazofarinksa, a ne bris vestibuluma nosa.

Bris nazofarinksa

Indikacija: klicono$tvo na moguée respiratorne patogene. Stapi¢ za uzorkovanje
oznaciti imenom i prezimenom pacijenta, vrstom uzorka i vremenom uzorkovanja.
Navlaziti Stapi¢ (tanki, elasti¢ni) sterilnom fizioloSkom otopinom. Pacijent treba lagano
zabaciti glavu unatrag. Podignuti prstom lagano vrh nosa (da se izravna nosni hodnik).
Stapiéem za uzorkovanje lagano uéi kroz donji nosni hodnik do straznjeg zida
nazofarinksa. Stapi¢ lagano rotirati oko 5 sekundi da se sekret adsorbira. Odmah po
uzorkovanju dostaviti bris u mikrobioloski laboratorij. U slu¢aju odgodenog transporta
Stapi¢ za uzorkovanje staviti u transportnu podlogu. Transportni medij osigurava
prezivljavanje potencijalnih patogena priblizno 48 do 72 sata, na sobnoj temperaturi ili
temperaturi hladnjaka, ovisno o tome §to zahtjeva uzorak. Najcesée greske: uzeti bris
vestibuluma nosa; pohraniti uzorak u hladnjak, a ocekuje se N. meningitidis ili H.

influenzae.

Sputum

Indikacija: bakterioloska, mikoloska ili dijagnostika uzro¢nika tuberkuloze (M.
tuberculosis). Iskasljaj ili sputum je ciljani uzorak za odredivanje uzro¢nika bakterijske
pneumonije i infekcija donjeg diSnog sustava. Moguca izolacija uzro¢nika infekcije
ovisi 0 kvaliteti uzorka iskasljaja koja se procjenjuje mikroskopski, odredivanjem
odnosa epitelnih stanica i polimorfonukleara. U sterilnu posudicu se uzima prvi jutarnji
iskasljaj nakon ispiranja usne Supljine sterilnom fizioloskom otopinom ili vodovodnom
vodom bez upotrebe zubne paste. Uzorak se odmah $alje u mikrobioloski laboratorij ili
pohranjuje krac¢e vrijeme na +4 °C (hladnjak). Uzimanje iskaSljaja tri dana za redom
povecava osjetljivost metode u otkrivanju uzro¢nika pneumonije. NajceS¢éa greske:
uzeti ispljuvak umjesto iskasljaja; prati zube ili dezinficirati tj. osvjezavati usnu Supljinu

nekim antisepti¢kim sredstvom prije uzimanja uzorka.*1?
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3.2.4. Probavni uzorci, mikoloSki i parazitoloski uzorci

Stolica za bakteriolo§ku pretragu

Uzorak uzeti na pocCetku bolesti, u pravilu prije pocetka antibiotskog lijeCenja, u
Cistu posudu s navojem. Uzeti 2-3 ml tekuce stolice ili 1-2 g Cvrste stolice (veli¢ine
ljesnjaka) zli¢icom koja se nalazi na ¢epu posudice. Treba narocito izabrati i eventualno
krvavo-sluzave dijelove stolice Uzorak treba dostaviti u laboratorij unutar 2 sata od
uzimanja. Ukoliko to nije moguce, uzorak se moze pohraniti na +4°C najduze 24 sata.

Uzorkovanje ponoviti kroz tri uzastopna dana.
Stolica za virolo$ku pretragu

Uzorak stolice uzeti u prva 2-3 dana od pocetka simptoma (najbolje unutar 24
sata). Uzeti 2-3 ml tekuce stolice ili 1-2 g ¢vrste stolice (veli¢ine lje$njaka) u Cistu
posudu s poklopcem na navoj. Uzorak treba odmah dostaviti u laboratorij, a ukoliko to

nije moguée, uzorak moze biti pohranjen na +4°C tijekom 48 sati.
Stolica za parazitoloSku pretragu

Tjedan dana prije uzimanja uzorka stolice, pacijent ne smije biti podvrgnut
radioloskoj pretrazi probavnog sustava uz pomo¢ kontrastnog sredstva (irigografiji) niti
endoskopskoj pretrazi crijeva (kolonoskopiji) jer ovi postupci umanjuju vjerojatnost
nalaza crijevnih parazita. Potrebno je uzeti 2-3 ml tekuce stolice ili 1-2 g ¢vrste stolice
(veli¢ine ljesnjaka). Uzorak dostaviti odmabh ili ga pohraniti na +4°C tijekom 24-48 sati.

Uzorkovanje ponoviti tri puta u razmacima od 2-3 dana.
Stolica za mikoloSku pretragu

Uzeti 2-3 ml tekuce stolice ili 1-2 g Cvrste stolice (veli¢ine ljeSnjaka) u Eistu,
plasti¢nu posudu te odmah dostaviti u laboratorij ili ga pohraniti na +4°C tijekom 24-48

sati. Uzorak stolice treba uzeti 7-10 dana nakon zavrSene antibiotske terapije.
NajceSce greske:

- dostavljena je premalena koli¢ina stolice, a ocekuje se bakterioloska,

parazitoloska i viroloSka analiza
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- naziv ,koprokultura“ je naziv za posebnu parazitolosku analizu, a ne za
bakteriolosku analizu

- dostavljen je 1 uzorak stolice, a o¢ekuje se parazitoloska analiza

- dostavljena su 3 uzorka stolice za parazitolosku analizu, ali uzorci nisu
sakupljani tijekom minimalno 10-ak dana, nego dan za danom ili je stolica
dobivena jednom defekacijom podijeljena u 3 posudice za stolicu

- kod kontrole bakterijskog kliconostva nisu se pravili razmaci od minimalno
tiedan dana, izmedu davanja pojedinog uzorka stolice, nego su dostavljeni
uzorci uzimani dan za danom ili je stolica dobivena jednom defekacijom
podijeljena u tri razlicite posudice

- ocekivati uspjesnu analizu Enterobius vermicularis iz uzorka stolice.
Perianalni otisak (za dokaz jaja Enterobius vermicularis)

Perianalni otisak se uzima ujutro, prije higijene i defekacije. Pacijent se 12 sati
prije uzorkovanja ne smije tuSirati niti prati perianalno podrucje. Potrebno je raSiriti
gluteuse i nalijepiti ljepljivu traku (selotejp) preko perianalnih nabora uz blago
pritiskanje. Traku zatim nalijepiti preko stakalca, paze¢i da ne dode do stvaranja
mjehuri¢a zraka. Predmetno stakalce staviti u papirnatu omotnicu i dostaviti u
laboratorij tijekom 24 sata. Preporuc¢a se ponavljati ovaj postupak 3-5 jutara (3-5
uzoraka) tijekom 10-ak dana, jer se paraziti ne izlucuju kontinuirano, nego sporadi¢no.
NajceSée greske: uzorak nije uziman prije izvodenja higijene i/ili defekacije; vecer
prije uzimanja uzorka analni je otvor tretiran nekom njeguju¢om kremom; nije uzimano
nekoliko analnih otisaka tijekom 10-ak dana, nego se dobar rezultat o¢ekuje od jednog

uzorka; dostavi se stolica, a o¢ekuje se Enterobius vermicularis.
Krv za dijagnostiku malarije

Za dokaz malarije treba napraviti 3-4 preparata razmaza periferne krvi i 2-3
preparata guste kapi.

Izrada preparata krvnog razmaza:
Jednu kap Kkrvi iz jagodice prsta pacijenta kapnuti na rub Cistog, odmascenog
predmetnog stakalca (veli¢ina 26x76 mm), a drugim stakalcem polozenim pod kutom
od 45° razvu¢i kap krvi u jednom potezu. OsusSiti na zraku i poslati u laboratorij.

Razmaz se zatim fiksira metanolom i boji za daljnju dijagnozu.®®
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Slika 5. Pravilna izrada krvnog razmaza®

Izrada preparata guste kapi:
Na sredinu predmetnog stakalca kapnuti 2-3 kapi krvi i vrhom drugog stakalca spojiti
kapi u krug promjera 1,0 cm. Osusiti na zraku i poslati u laboratorij. Gusta kap se ne

fiksira, ve¢ odmah boji.

Krv za mikolosku dijagnostiku

Krv za mikolosku dijagnostiku se uzima i dostavlja na isti nacin kao i za
bakteriolosku dijagnostiku (hemokultura). Ukoliko za vrijeme inkubacije hemokulture
(1.- 7. dana) porastu kvasci, isti se mogu preliminarno identificirati FISH metodom
(fluorescentnom in situ hibridizacijom).

Strugotina koZe, vlasiSta i noktiju za mikolosSku dijagnostiku

Pacijent ne smije 7 dana tretirati zahvaceni dio tijela antibioticima i
antifungalnim pripravcima niti uzimati sistemsku antifungalnu terapiju. S ruba kozne
lezije ili nokta (na granici prema zdravom) sterilnim skalpelom uzeti strugotinu,

spremiti je u sterilnu posudu i $to prije dostaviti u laboratorij. Ukoliko je zahvacéeno
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vlasiste, lagano pocupati 10-15 dlaka te ih $to prije, u Cistoj posudi, dostaviti u

laboratorij.1112)

3.2.5. Urogenitalni uzorci

Urinokultura- metoda srednjeg mlaza
- pretraga kojom se kvantitativno 1 kvalitativno odreduje postojanje bakterija u
mokra¢i®¥
Uzorak za dokazivanje infekcije mokra¢nog sustava je prvi jutarnji urin. Ako je
nemoguce dati prvi jutarnji urin, onda pacijent ne bi trebao mokriti 4 sata prije davanja
uzorka urina. Urin u mokraénom mjehuru je sterilan, kontaminacija urina bakterijama iz
periuretralnog podrucja moze utjecati na rezultate pretrage. Prije uzimanja uzorka, ucini
se pazljiva toaleta vulve kod Zene, odnosno glansa penisa kod muskaraca. Urin se uzima
u sterilnu posudu. Ujutro, prije prvog mokrenja, vanjske spolne organe treba oprati
sapunom 2-3 puta odozgo prema dolje kod Zena, odnosno od otvora uretre prema van
kod muskaraca i temeljito isprati vodom, ne briSu¢i ruénikom. Tijekom pranja i
mokrenja zena drzi rukom raSirene labije, a muskarac podigne prepucij kako bi se
izbjegla kontaminacija. Treba ispustiti prvi mlaz urina i ne prekidaju¢i mokrenje, srednji
mlaz urina uhvatiti u sterilnu posudu s poklopcem. Koli¢ina uzorka treba biti 5-10 ml.
Posuda se ne smije prepuniti, da se ne bi prelila urinom i kontaminirala. Sterilnu posudu
treba zatvoriti 1 Sto prije donijeti u mikrobioloski laboratorij (u vremenu ne duljem od 2
sata). Ako se o¢ekuje da Ce transport do laboratorija trajati dulje od 2 sata, uzorak treba
transportirati na +4°C. Vjerodostojnost rezultata ove pretrage je 95% kod muskaraca, te
80% kod zena.
NajceSce greske:
- uzorak je uzet bez prethodne temeljite ,,hiperhigijene® spolovila
- prilikom mokrenja nisu bile razmaknute labije, tj. povucena koza spolovila pa je
urin tekao po kozi i sluznici spolovila
- prilikom mokrenja urin je tekao po prstima kojima drzimo spolovilo
- uzimanje urina u bocicu je zapoceto prerano- nije dovoljno dugo pusten prvi
mlaz pa nije isprana distalna uretra

- bocica za urin je otvarana satima/danima prije uzimanja uzorka
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- poklopac bocice ili unutarnja strana je dirana prstima
- do dostave je urin bio pohranjen izvan temperature hladnjaka, a proslo je vise od
2 sata od uzorkovanja

- do dostave u laboratorij urin je cuvan na toplom mjestu (u dzepu, na suncu,
.).09

Urin iz vredice

Ova vrsta uzorka prilicno je zastupljena metoda dobivanja uzorka urina u
pedijatrijskoj populaciji. Medutim, ovom metodom ne mozemo dobiti, u vecini
slu¢ajeva, nezagadeni uzorak; nemoguce je izbjeci fiziolosku floru distalne uretre, a
Cesto je ovaj uzorak zagaden i bakterijama doplavljenim iz anogenitalnog podrucja.
Zato se preporuca oprati spolovilo i cijelo anogenitalno podru¢je vodom i sapunom
nekoliko puta (,,hiperhigijena®). Oprano podrucje osusiti sterilnom gazom (ili dobro
izglaanim ruc¢nikom ili izglaCanom tekstilnom pelenom). Na tako pripremljenu, suhu
kozu spolovila zalijepiti vre¢icu ne dodirujuéi je s unutarnje strane; takoder ne
dodirivati kozu nakon pranja, a prije lijepljenja vreéice. Zagadeni (kontaminirani)
uzorak nije prihvatljiv za mikrobiolo$ku analizu, pa ¢e se postupak uzimanja morati
ponavljati dok se ne dobije odgovaraju¢i uzorak. NajceS¢e greSke: oprana koza je
dodirivana prstima prije ljepljenja vreéice; vreéica se pokusava zalijepiti na jo§ vlaznu

kozu; nakon pranja, koza nije obrisana sterilnim materijalom.

Kateter- urin
- podrazumijeva urin dobiven kateterom

Ravni, privremeni, kateter:
Oprati uretralno us¢e vodom i sapunom i /ili prikladnim antiseptikom. Isprati sterilnom
fiziolosSkom otopinom. Obrisati usée sterilnim tupferom. Asepticki uvesti kateter u
mokraéni mjehur. Pustiti prvi volumen mokrace da slobodno da ispere eventualne
komenzale (bakterije koje naseljavaju neko podrudje, ali ne izazivaju infekciju). Tek
tada uzeti urin kao uzorak, u sterilnu posudu.

Trajni kateter:
Izbjegavati za uzimanje uzorka urina, jer je trajni kateter obi¢no koloniziran

bakterijama. Treba dezinficirati kateter 70%-tnim alkoholom na sredini izmedu tijela

23



bolesnika i prvog spoja s drugim dijelom sistema (spojevi razli¢itih sistema su mjesta
koja su ¢esc¢e od ostalih dijelova tog istog sistema kolonizirani tj. naseljeni bakterijama).
Nakon S$to alkohol ishlapi, Strcaljkom i iglom uzeti 5-10 ml urina, te ga asepticki
aplicirati u sterilnu posudu (ili ga dostaviti u istoj Strcaljki). Najce$c¢e greske: uzorak
urina je uziman iz vrecice sistema trajnog katetera; nije provedena dezinfekcija mjesta
punkcije katetera; uzorak iz sistema trajnog katetera izabran je kao dobar uzorak

otkrivanja potencijalnog uzroé¢nika infekcije.

Urin dobiven suprapubi¢nom punkcijom
Nakon dezinfekcije koze uciniti punkciju. Urin dobiven punkcijom asepticki
aplicirati u sterilnu posudu (ili ga dostaviti u istoj Strcaljki). 1z ovakvog uzorka je

moguca izolacija anaerobnih bakterija.

Urin za dokaz infekcije mikoplazmama i ureaplazmama
Uzorak mora biti prvi mlaz prve jutarnje mokrace, daljnji postupak je isti. Nalaz

ukljucuje identifikaciju, kvantifikaciju i antibiogram urogenitalnih mikoplazmi.

Urin za dokaz Trichomonas vaginalis

Uzorak je prvi mlaz prve jutarnje mokrace, bris rodnice Zene ili ejakulat koji je
potrebno dostaviti u laboratorij u sterilnoj i zatvorenoj posudi u roku od 2 h na
temperaturi od 30-37 °C (u dzepu ili prijenosnom termostatu). Za sada se ne radi

kultura, ve¢ samo izravna mikroskopija.

Urin za dokaz Chlamydia trachomatis

Bolesnik ne smije mokriti tijekom prethodna dva sata. Uzima se 10-ak ml prvog
mlaza mokrace u sterilnu polipropilensku ¢asu. Preporucljivo je urin dostaviti $to prije u
laboratorij, iako se tolerira do 24 sata na temperaturi od 15-30°C. Za pretragu se

sakupljaju uzorci do dovoljnog broja.
Urin za dokaz shistosomijaze

Za dokaz shistosomijaze treba uzeti zadnji mlaz prve jutarnje mokrace i dostaviti

u laboratorij najkasnije za 48 sati.
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Napomene:

- nikada ne slati mokracu iz noéne posude, 24-satnu mokracu ili vrsak katetera za
mikrobioloSku pretragu

- testiranje se provodi 3-4 dana nakon terapije antibioticima

- mikrobioloska obrada urina traje 1-5 dana. Na infekciju mokraé¢nog sustava
upucuje patoloska leukociturija i signifikantna bakteriurija (vise od 100.000

bakterija u 1 ml urina).

Bris uretre
a) muskarac:

Upozoriti bolesnika da ne smije mokriti prije pretrage minimalno 4 sata, te da izvrsi
higijenu spolovila vodom i sapunom. Neposredno prije uzimanja brisa, povuci prepucij
prema tijelu, te usée uretre ocistiti tupferom namocenim sterilnom fizioloskom
otopinom. Ukoliko postoji iscjedak, uzeti ga brisom ili direktno kapnuti na predmetno
stakalce. Ovakav bris je potrebno odmah dostaviti u mikrobioloski laboratorij u ruci, da
se sprijeci hladenje ispod tjelesne temperature i da se sprijeci susenje uzorka. Namociti
briseve sterilnom fizioloskom otopinom (prvi bris- za analizu na mikoplazme, drugi
bris- za analizu na Chlayidia trachomatis, tre¢i bris — za analizu prisustva HPV-a). Ne
dodiruju¢i kozu glansa uvesti bris u uretru 2-4 cm duboko i rotirati bris oko 2-3
sekunde. Efikasno izbrisati stijenku uretre, da bismo u uzorku dobili stanice, jer ¢e se iz
ovog uzorka analizirati intra- i epi- celularni mikroorganizmi. Za dobru dijagnostiku
HPV-a, obavezno dobro obrisati vanjsko spolovilo, naroc¢ito mjesta ispod prepucija i sve

nabore, kao 1 koZu oko spolovila.
b) Zena:

Uzorak uzeti prilikom ginekoloskog pregleda. Upozoriti bolesnicu da ne smije mokriti
minimalno 4 sata. Pripremiti briseve s tankom glavom. Namociti ih sterilnom
fizioloskom otopinom, kao i jedan sterilni tupfer. Obrisati us¢e uretre sterilnim
tupferom i prvim brisom, koji se mora odbaciti. Drugi bris, pa potom tre¢i uvesti u

uretru i rotirajuci ih efikasno izbrisati stjenku da bismo dobili stanice.
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Pohrana: uzorci se pohranjuju na temperaturu hladnjaka (+4°C). Uzorak za
mikoplazme mora se razmutiti u transportnom mediju, koji se potom sprema do dostave
u hladnjak. Uzorak za analizu klamidije ( imunofluorescentna metoda ) mora se nanijeti
na jazicu stakalca iz seta za klamidije te se nakon su$enja mora preliti tekuc¢inom iz
plasti¢ne ampule iz seta. Kada se i to osusi, cijeli se set sprema u hladnjak do trenutka
dostave. Uzorak za analizu klamidije i/ili HPV-a (PCR metoda) uroniti u odgovarajuéi

transportni medij i pohraniti u hladnjak do dostave.

Najcesce greske: bris je uzet, a nije proslo minimalno Cetiri sata od posljednjeg
mokrenja (mlaz mokrace otplavi i potencijalne patogene); bris je uzet prenjezno (nisu
obrisane stanice, a ofekuju se epi- i intra- celularni mikroorganizmi); bris je uveden
preplitko u uretru (neodgovaraju¢i materijal za analizu); prvi bris nije odbacen, nego je
poslan kao uzorak za analizu (takav bris sadrzi povrsinske epitelne stanice i/ili sluz, te je

iu jednom i u drugom sluc¢aju onemoguéena odgovarajuéa analiza).
Ejakulat

Preporucljivo je seksualno apstinirati nekoliko dana prije davanja uzorka.
Obvezno naglasiti bolesniku da, prije uzimanja ejakulata, mokri i izvr$i temeljitu
higijenu spolovila vodom i sapunom, da se izbjegne zagadenje uzorka bakterijama koje
su sastavni dio fizioloske flore distalne uretre i koze spolovila. Ejakulirati u sterilnu
bocicu sa Sirokim otvorom, ne dodirujuci prstima unutras$nju stjenku bocice. Pohrana je
2 sata na sobnoj temperaturi, a viSe od 2 sata na temperaturi hladnjaka (+4°C). Najcesce
greske: nije ucinjena prethodna odgovarajuca toaleta; nije se mokrilo prije toalete i

uzimanja uzorka.
Bris cerviksa

Uzorak uzeti prilikom ginekoloskog pregleda. Upotrijebiti briseve s debljom
pamu¢nom glavom. Sterilnim tupferom odstraniti sluz i floru rodnice. Prvi bris odbaciti
(to je sluz 1 flora rodnice). Tek potom, sljede¢im brisevima, efikasno obrisati
endocerviks. Drugi bris uzeti kao uzorak za eventualnu bakteriolosku analizu. Treci bris
uzeti kao uzorak za analizu na mikoplazme. Cetvrti bris uzeti kao uzorak za analizu

klamidije i/ili za analizu HPV-a.
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Pohrana: uzorci se pohranjuju na temperaturu hladnjaka (+4°C). Uzorak za
aerobe uroniti u transportni medij i pohraniti na sobnoj temperaturi, zbog ocuvanja

vitalnosti mikroorganizama. Ostalo sve vrijedi kao i za uzorak uretre.

Najcesée greske: nije odstranjena sluz, sterilnim tupferom i odbacenim prvim
brisom, s mjesta odakle ¢e se uzeti materijal za analizu; nije uzorak uzet dovoljno
energi¢no, pa nema dovoljno ili nema uopée materijala koji je potreban za uspjeSnu
analizu (lazno negativan nalaz); obrisani materijal nije natapkan na jazicu stakalca seta

za klamidije, nego je nehoti¢no raznesen, tj. razmazan na neprozirni dio stakalca.

Kod asimptomatskih bolesnika sa sumnjom na klamidijsku infekciju ili kod sumnje na
kontaktno kliconoStvo, trebalo bi se uzorak obraditi molekularnom metodom detekcije
(PCR), jer je metoda daleko osjetljivija, nego dijagnostika direktnom
imunofluorescencijom. Bris se uroni u transportni medij, odlomi vrSak brisa, zatvori
epruveta s medijem i ozna¢i imenom pacijentice. Ovako transportiran, bris moze stajati
na sobnoj temperaturi do dolaska u laboratorij. Za pretragu se sakupljaju uzorci do

dovoljnog broja.%1?
3.2.6. Seroloske pretrage

Uzorak je serum odvojen iz uzorka bolesnikove krvi i uzet prvih nekoliko dana
od pocetka bolesti. Za seroloske pretrage uzima se 8-10 ml (3-4 ml u djece) venske krvi
u sterilnu epruvetu bez antikoagulansa te se uzorak ili odmah Salje u laboratorij ili se
ostavi na sobnoj temperaturi dok se ne stvori ugrusak, koji se lagano odvoji staklenim
Stapi¢em, krv se centrifugira, te se odvoji serum i spremi ili u hladnjak na kracée vrijeme
ili se zamrzne na -20°C za dulje ¢uvanje. U sluéaju da se $alje ve¢ izdvojeni serum
potrebno ga je drzati do dolaska u hladnjaku te pri transportu osigurati iste uvjete.
Opetovana zamrzavanja i odmrzavanja seruma treba izbjegavati. Nikad se ne smije
zamrznuti uzorak citave krvi, jer to uzrokuje hemolizu, a takav uzorak je neuporabljiv

za serologka testiranja.(?) Rade se pretrage za dokazivanje:

e protutijela na bakterijske antigene u serumu bolesnika
e reumatoidnih stanja i autoimunih bolesti
e stvaranja interferona-gama na peptidne antigene Mycobacterium tuberculosis

e protutijela na virusne antigene
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e protutijela na antigene tkivnih parazita.*1?)
3.2.7. Uzorci za molekularnu dijagnostiku

Infekcije uzrokovane HBV i HCV

Radi se kvantitativan test na HBV (odredivanje broja kopija HBV DNK u ml
krvi) i kvantitativan test na HCV (odredivanje broja kopija HCV RNK u ml krvi,
genotipizacija HCV virusa). Uzorak: krv uzeta u epruveti s EDTA (ljubicasti Cep),

pretraga se radi iz izdvojene plazme.

Infekcije uzrokovane Cytomegalovirusom i Ebstein-Barr virusom-

kvantitativni test

Uzorak: krv uzeta u epruveti s EDTA (radi se iz izdvojene plazme), moze se
poslati i urin, likvor (ljubicasti ¢ep). Dokaz nukleinskih kiselina virusa nije pretraga
koja se radi rutinski za dokaz CMV ili EBV-uzrokovane infektivne mononukleoze
(serologija ima prednost), ve¢ u iznimnim stanjima problemati¢ne diferencijalne
dijagnoze, infekcija novorodencadi, imunokompromitirane populacije (AIDS,

transplantirani) i sl.
Infekcije Herpes simplex virusom 1 i 2- kvalitativan test

Uzorak: cerebrospinalna tekucina-likvor ili bris dna herpeti¢ne lezije koji se

stavlja u malo sterilne fizioloSke otopine. Uzorci se dostavljaju sto prije u laboratorij.
Dokaz DNK C. trachomatis metodom real-time PCR

Uzorak: cervikalni bris (Zene), bris uretre (muskarci), urin (Zene i muskarci).
Deblji prilozeni bris sluzi za cervikalni obrisak, a tanji za bris uretre. Urin se daje u
sterilnoj polipropilenskoj urinskoj ¢asici i u roku od 24 sata, bolje §to prije, dostavlja u

laboratorij.t112)
3.2.8. Kriteriji za odbacivanje uzorka

- uzorak se nikada ne baca bez konzultacije s odgovornom osobom na odjelu
(osim ako je u posudi koja propusta)
- neoznaceni uzorak

- produljeni transport
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- nesterilna posuda

- sputum kontaminiran orofaringealnom florom (saliva)

- dvostruki uzorak poslan u isto vrijeme

- nedovoljna koli¢ina uzorka

- uzorci neprikladni za anaerobnu kultivaciju poslani sa zahtjevom za anaerobnu

kultivaciju.(”)
3.3. Dijagnosti¢ke metode u mikrobiologiji

Da bi dosli do dijagnoze iz mikrobioloskih uzoraka, moramo ih obraditi nizom
dijagnostickih postupaka koji nam pomazu u identifikaciji mikroorganizama.

Karakteristike koje se koriste u klasifikaciji i identifikaciji mikroorganizama su:

1. morfoloske karakteristike kolonija- svaka vrsta bakterija ima karakteristi¢an tip
kolonija na hranjivoj podlozi

2. morfoloske karakteristike bakterija- oblik stanice, veli¢ina, bojanje po gramu,
raspored flagela, oblik i smjestaj endospora

3. fizioloSke i biokemijske karakteristike- odnose se na prirodu i aktivnost
bakterijskih enzima i transportnih proteina, izvor C i N, izvori energije, produkti
fermentacije, sekundarni metaboliti, osmotska tolerancija, osjetljivost na
metabolicke inhibitore i antibiotike, pH optimum

4. antigenske karakteristike- imunoloske tehnike koriste se za komparaciju proteina
razli¢itih mikroorganizama

5. genetske i molekularne karakteristike - jedan od najvaznijih pristupa taksonomiji

nastao kroz analize proteina i analize nukleinskih kiselina.®)

Etiolosko postavljanje dijagnoze ukljucuje pravilno odabran, uzet i poslan

uzorak, te primarno nesterilne i primarno sterilne uzorke.
Direktne metode:

- mikroskopiranje

- kultivacija

- biokemijske osobine
- detekcija antigena

- detekcija nukleinskih kiselina (gena).
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Indirektne metode:

seroloske metode detekcije antitijela.
U konvencionalnoj mikrobioloskoj dijagnostici treba obratiti paznju na:

e lazno negativne rezultate- neadekvatno uzet materijal, neadekvatan transport
materijala, nepravilno popunjena uputnica za analizu

e lazno pozitivne rezultate- kontaminacija mikroorganizmima prilikom uzimanja
materijala (mikroorganizmima koji predstavljaju dio fizioloSke mikroflore ili
mikroorganizmima iz okoline)

e fiziolosku mikrofloru- mikroflora se nalazi na kozi i sluznicama. Mikroflora se
sastoji od bakterija, u manjem broju gljiva i rijetko od pojedinih vrsta parazita.
Virusi nisu dio fizioloske mikroflore (intracelularni paraziti). FizioloSku
mikrofloru ¢ine apatogeni i uvjetno patogeni mikroorganizmi koji pod posebnim
uvjetima mogu da izazovu bolest

e kvantificiranje mikroorganizama- najcesc¢e se radi s ciljem da se utvrdi da li se
radi o infekciji ili kontaminaciji uzorka mikroflorom i to obi¢no za urin i bris
zdrijela

e antibiogram / antimikogram.®”

Klinicki uzorak
Cilj ? uzrocnik

Laborﬁq;ijski pretrage Nalaz
Hroskoptja Identifikacija uzroZnika ..
Kultivacija Dijagnoza

Molekularna dg. Odredivanje osjetijivosti

\_ Serologija Terapija

Slika 6. Cilj mikrobioloke obrade uzoraka”
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3.3.1. Obrada uzoraka bakterijskih infekcija

U laboratorijskoj dijagnostici bakterijskih infekcija prvi je postupak
mikroskopski preparat iz uzorka, ili se u uzorku izravno dokazuje antigen, odnosno
nukleinska kiselina bakterije- neizolacijske metode. Zatim se uzorak moze nasaditi na
bakterioloske podloge te se dobiva izolat koji 1 danas smatramo ,,zlatnim standardom‘ u
bakterioloskoj dijagnostici- izolacijska metoda. Izolat se zatim identificira razli¢itim
fenotipskim metodama ili metodama molekularne dijagnostike (PCR). Izoliranom soju

odreduje se i osjetljivost na antibiotike (antibiogram).*%
Mikroskopski preparat

Mikroskopski preparat u mikrobiologiji priprema se uvijek iz primarno sterilnih
uzoraka, ali i iz primarno nesterilnih u posebnim indikacijama. Preparati mogu biti
neobojeni (nativni) i obojeni (fiksirani). Najce$¢a bojenja koja se primjenjuju u
rutinskom bakterioloskom laboratoriju su bojenja po Gramu, metilenskim modrilom te
po Ziehl-Neelsenu. Preparat se radi tako da se mali dio uzorka (jednako tako i jedna
kolonija iz kulture) razvuce po predmetnom stakalcu ezom (uSicom), osusi na zraku te
fiksira plamenom ili metanolom. Nakon toga se boji. Osjetljivost metode izravnog
mikroskopiranja obi¢no je vrlo niska (da bi preparat bio pozitivan, u 1 ml uzorka treba

biti najmanje 10*-10° bakterija), a specifi¢nost ovisi o metodi bojenja i vrsti bakterije.
Bojenje po Gramu:

- najvaznije diferencijalno bojenje u mikrobiologiji koje se bazira na razli¢itoj gradi
stani¢ne stjenke pa razlikujemo gram+ i gram- bakterije. Preparat se prelije ljubicastom
bojom- kristalvioletom, na koji se doda lugol koji boju veZe za stani¢nu stjenku. Zatim
se provede odbojavanje aceton-alkoholom i vodom, da bi se isprao kristalviolet iz
stjenke gram- bakterija, ali ne i gram+, nakon ispiranja vodom dodaje se karbolfuksin,
te gram+ bakterije ostanu plavo-ljubicaste, a gram- postanu crvene. Na rezultate bojenja
moze utjecati starost bakterijske kulture, sastav hranjive podloge, debljina razmaza,

trajanje pojedinih operacija bojenja.
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Bojenje metilenskim modrilom:

- nespecificno bojenje koje koristimo jer ne mijenja znatno stani¢ne elemente U
preparatu (leukocite, epitelne stanice) te je moguée procijeniti kvalitetu uzorka, ali i
morfologija bakterija je bolje oCuvana negoli bojenjem po Gramu, te se Cesto lakSe
uocavaju tipi¢ni oblici bakterija. Izvodi se tako da se na fiksirani preparat nalije

metilensko modrilo, a nakon nekog vremena preparat se ispere vodom,
Bojenje po Ziehl-Neelsenu:

- specifiéno se oboje acidorezistentne bakterije, naj¢eS¢e Mycobacterium tuberculosis.
Prva boja, karbolfuksin, primjenjuje se tako da se preparat istodobno zagrijava, zatim se
ta boja pokusa skinuti kiselim alkoholom, te se na kraju doda kontrastna boja

(metilensko modrilo). Bakterija se oboji u crveno, a pozadina preparata postane plava.

Predmetno staklo- preporuke kako bi se izbjegle najcesce greske: bezbojno
staklo, otporno na koroziju; potpuno suho i Cisto staklo, glatke povrsine, bez prasSine i
masnog sloja; ne koristiti razbijena stakla; stakla trebaju biti s matiranim dijelom

pogodnim za obiljeZavanje uzorka, te s izbrusenim rubovima.
Kultura bakterija

Vecina se bakterija dobro umnoZava na umjetnim podlogama, za razliku od
virusa koji se umnozavaju samo u zivim stanicama. Uzorke za bakterijsku kulturu
nasadujemo na razlicite krute 1 tekuce podloge, u koje su dodane hranjive tvari potrebne
za rast bakterija. Krvni agar se najcesce rabi za izolaciju bakterija. Neke bakterije rastu
na jednostavnim podlogama bez posebnih dodataka, a drugima trebaju podloge
obogacene razli¢itim dodatcima. Ako Zelimo kultivirati neku odredenu bakteriju koja se
u uzorku nalazi zajedno s bakterijama normalne flore, u podlogu se dodaju tzv.
¢imbenici selektivnosti, a takve se podloge nazivaju selektivnima. Postoje jo§ i
diferencijalne podloge koje sadrzavaju neku tvar kojom se koristi samo trazena
bakterija, pa ¢e se ona izdvojiti od ostalih pomoc¢u indikatora uporabe te tvari. Kultura
bakterija zasad je ,,zlatni standard* u bakterioloskoj dijagnostici, sa specificnoS¢u koja
je gotovo 100%. Osjetljivost, medutim, vrlo varira, i to zbog naina uzimanja i
transporta uzorka, i zbog kvalitete podloga u laboratoriju i zbog (ne)iskustva

laboratorijskog osoblja.
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Osnovni sastav bakterioloskih podloga jesu voda, agar, ¢imbenici rasta te krv
(nekoagulirana konjska ili ov¢ja krv). Krute podloge omogucuju rast bakterija u obliku
vidljivih kolonija. Ciste kolonije porasle na primarnoj plo¢i rabe se za subkultivaciju na
sekundarnoj ploc¢i. Porasle bakterije na sekundarnoj plo¢i rabe se za identifikaciju
biokemijskim, seroloskim i drugim postupcima. Obiljezja kolonija pomazu u
identifikaciji, a brojenjem kolonija se moze odrediti i koli¢ina bakterija prisutnih u
testiranom uzorku. Tekuce podloge se rabe za ucinkovitiji rast malobrojnih bakterija
prisutnih u uzorcima s razrijedenim antibioticima, te za ispitivanje njihove biokemijske
aktivnosti u svrhu identifikacije. One omogucuju rast specificnih bakterija uz istodobnu
inhibiciju rasta komenzalnih koje su prisutne u uzorku; to su tzv. obogaéene podloge.
Posebne podloge jesu za hemokulturu- radi se s teku¢om podlogom pri aerobnim i
anaerobnim uvjetima. Bolesnikova se krv prenese u asepti¢nim uvjetima u obogacenu
podlogu koja sadrzava antikoagulans. Svakodnevno se provjerava dolazi 1i do
zamucenja ili stvaranja plina. Druga posebna podloga je transportna- za prenoSenje
klinickih uzoraka bolesnikova materijala od bolesnika do mikrobioloskog laboratorija.

One usporavaju smrt mikroorganizama prisutnih u uzorku.

Bakterijske se podloge, nakon inokulacije uzorka, inkubiraju u aerobnim ili
anaerobnim uvjetima. Optimalna temperatura rasta za vecinu medicinsko znacajnih
bakterija je 37°C. Samo mali broj bakterija moze rasti pri vi$im ili nizim temperaturama
od 37°C. NajceSce greske: odabir krive vrste podloge, pogresna temperatura

inkubacije.
Identifikacija bakterija

Identifikacija je razvrstavanje bakterija na temelju njihovih obiljezja-
utvrdivanje znacajki poraslih kolonija, npr. odredivanje veli¢ine i1 oblika, izgled
povrsine 1 ruba, prisutnost boje i mirisa, te u¢inak na eritrocite (hemoliza: o ili B;
odsutnost- y), zatim odredivanje morfologije mikroskopiranjem obojenih pripravaka, te
utvrdivanje uvjeta rasta (aerobni ili anaerobni; rast na selektivnim ili obogacenim
podlogama). Navedena nam obiljeZja pomazu pri razvrstavanju bakterija u odredene
skupine, potom slijedi biokemijska i seroloska identifikacija, a za neke wvrste

(Salmonella) i fagotipizacija.
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Biokemijska identifikacija:

- svaka vrsta bakterija zbog velikog broja raznovrsnih enzima ima odredena
biokemijska obiljezja, pa se testira sposobnost fermentacije (anaerobna razgradnja) ili
asimilacije (aerobna razgradnja) Secera i enzimski potencijal- bakterije rastu u
prisutnosti samo onog supstrata koji odgovara sadrzaju njezina enzima. Ako bakterija
izluCuje odgovarajuce enzime oni ¢e reagirati sa supstratom i ta se reakcija ocituje
promjenom boje. No, katkada neke vrste bakterija mogu imati ista biokemijska
obiljezja. U tim se primjerima tipiziraju postupcima serotipizacije- razlikovanje
bakterija prema antigenskoj gradi; fagotipizacije- razlikovanje na temelju osjetljivosti
prema bakteriofagu; genotipizacije- tipiziranje pomocu genskih molekularnih proba i

bakteriocinske tipizacije- proteini koji inhibiraju rast drugih bakterija iste vrste.
Aglutinacija- imunoloska metoda
Aglutinacija na stakalcu:

- za identifikaciju odredenih serotipova nekih bakterija (npr. Salmonella, Shigella) rabe
se pripravci poznatih specificnih protutijela. Na predmetnom se stakalcu u nekoliko
kapi seruma sa specificnim protutijelima umuti ispitivani soj s krute podloge- pozitivna

reakcija oCituje se tvorbom vidljivih aglutinata.
Lateks-aglutinacija:

- lateks-Cestice obavijene su specificnim protutijelima za odredene bakterijske i

gljiviéne antigene. Test se izvodi na isti na¢in kao i aglutinacija na stakalcu.
Nalaz antigena ili DNA- brzi testovi

Testovi nalaza antigena su vrlo specifi¢ni, no osjetljivost im ovisi o koli¢ini
bakterija u uzorku, tako da negativni test ne znaci uvijek da nema bakterije. Nalaz DNA
u uzorku ima vrlo visoku dijagnosticku vrijednost. Specificnost je metoda molekularne
mikrobiologije oko 100%, kao i izolacije u kulturi, dok bi osjetljivost teoretski, takoder
trebala biti blizu 100%, ali zbog tehnickih razloga zasad nije toliko visoka. Problemi se
osobito vezu za primarno nesterilne uzorke, tako da se u rutinskom radu upotrebljavaju

samo standardizirani komercijalno dostupni testovi.
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Metode testiranja osjetljivosti na antibiotike

Testiranje osjetljivosti bakterija na antibiotike jedan je od primarnih zadataka
mikrobiolo§kog laboratorija. Testiranje se provodi standardiziranim metodama, u

Republici Hrvatskoj prema europskom standardu.
Dilucijska metoda:

- kvantitativna; provodi se uglavnom u bujonu, i to za bakterije izolirane iz likvora i
hemokultura. U epruvetu s dvostruko serijski razrijedenim antibiotikom dodaje se
ispitivani soj bakterije. Promatra se porast nakon inkubacije koji se o€ituje zamucenjem
tekuce podloge. Koncentracija antibiotika u prvoj bistroj epruveti u nizu, tj. u epruveti
bez porasta ozna¢ava MIK- minimalnu inhibitornu koncentraciju (najnizu koncentraciju
koja inhibira rast bakterija). Potom se ne zamuceni bujoni presade na krutu podlogu bez
antibiotika i inkubiraju 24 sata. Prva koncentracija antibiotika koja u potpunosti
onemogucava porast bakterija na podlozi o€itava se kao MBK- minimalna baktericidna
koncentracija (najniZa koncentracija antibiotika koja ubija 99.9% bakterija i u pravilu je
veca od MIK-a).

Difuzijska metoda:

- semikvantitativna; provodi se tako da se na krutu podlogu nasadi odredena koli¢ina
bakterije, te se na tako nasadeni soj odmah nanesu papirnati diskovi s to¢no odredenom
koli¢inom antibiotika, koji difundira u podlogu te, ako je djelotvoran, inhibira rast
bakterije. [zostanak rasta se naziva zonom inhibicije. Mjeri se njezin promjer 1 izrazava
u mm. Prema toj veli€ini testirani soj se svrstava u osjetljiv (S), umjereno osjetljiv ili
otporan (R). Dobro standardizirana disk-difuzijska metoda daje rezultat koji izvrsno

korelira s dilucijskom metodom.
E-test:

- kombinacija prve dvije tehnike; na papirnatoj vrpci nanesene su razlicite koncentracije
antibiotika, na krutu podlogu nasadi se odredena koli¢ina bakterije i na taj sloj se odmah
stavi trakica E-testa te inkubira 18-24 sata na 35-37°C. Uocava se zona inhibicije
ovalnog oblika 1 ocitava brojcana vrijednost na trakici koju sijeCe rub zone kao

MIK.®10
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3.3.2. Obrada uzoraka virusnih infekcija

Laboratorijska dijagnostika virusnih infekcija provodi se izravnim dokazom
virusa ili njegovih antigena ili nukleinskih kiselina u bioloskom uzorku citoloskim i
molekularnim metodama, imunohistokemijskim postupcima, otkrivanjem virusnih
proteina i elektronskom mikroskopijom ili se pak infekcija dijagnosticira dokazom
porasta titra protutijela u bolesnikovu serumu najces¢e imunoenzimskim i

imunofluorescentnim postupcima.
Seroloske metode

- utvrdivanje postojanja i koli¢ine protutijela u bolesnikovu serumu uz uporabu poznatih

virusnih specifi¢nih antigena
Titar protutijela:

- reciproCna vrijednost maksimalnog razrjedenja seruma pacijenta u kojem jo$ uvijek
imamo aktivnost prema specificnom antigenu. Oc¢itava se zadnje razrjedenje u kojem jo$

ima pozitivne seroloske reakcije.
Reakcija vezanja komplementa (RVK):

- prije reakcije serum se toplinski obradi u vodenoj kupelji na 56°C kroz 30 minuta radi
inaktivacije bolesnikovog komplementa u serumu. Postupkom se dokazuje prisutnost
kompleksa antigen-protutijelo s pomocu aktiviranog komplementa; ako se komplement
veze za kompleks, tada izostaje liza eritrocita u indikatorskom sustavu (ov¢ji eritrociti +
hemolizin) pa oni padaju na dno epruvete. U suprotnome, ako u testiranom serumu
nema protutijela, komplement se ne veZe za kompleks, nego dolazi do razaranja
eritrocita pomoc¢u hemolizina. Za ocitanje titra protutijela se gleda zadnja epruveta u

kojoj ne dolazi do razaranja eritrocita.
ELISA- neizravni imunoenzimski test:

- virusni su antigeni vezani za nosac reakcije (dno bazena mikrotitarske plocice) radi
hvatanja i odvajanja specifi¢nih protutijela iz testiranog uzorka seruma. Protutijela
vezana za antigen, ako postoji kompleks, dokazuju se s pomocu protutijela na ljudske
imunoglobuline obiljeZene enzimom- konjugata. Vezuje se konjugat na kompleks i

razina protutijela se odreduje spektrofotometrijski na osnovi intenziteta boje nastale
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enzimskom promjenom radi vizualizacije upotrijebljenog supstrata. Boja unutar jaZice
se promijeni u zuto i zadnja jazica s bojom predstavlja titar. Metodom se moze odrediti
totno odredeni razred protutijela (klasa imunoglobulina). Takoder, s pomocu
monoklonskih protutijela, obiljezenih bojom ili enzimom, moZze se u krvnim stanicama
(leukocitima, limfocitima) ili serumu bolesnika odrediti prisutnost virusnih antigena. U
uzorak krvi koji se planira testirati na antigene u krvnim stanicama treba obavezno

staviti antikoagulans, za razliku od uzorka krvi predvidenog za serologka testiranja.(®1
3.3.3. Obrada uzoraka gljivi¢nih infekcija

Laboratorijska dijagnostika gljivi¢nih bolesti obuhvaca konvencionalne metode
kao Sto su mikroskopski pregled klinickih uzoraka, kultivacija i identifikacija poraslih
gljiva, te novije metode detekcije gljivicnih antigena i nukleinskih kiselina od kojih se u
buduénosti mnogo ocekuje. Pravilno odabran, uzet, poslan i pohranjen uzorak
bolesni¢kog materijala preduvjet je za postavljanje dijagnoze gljiviéne bolesti. Uzorak
treba $to prije dostaviti u mikoloski laboratorij. Ako to nije moguce, uzorak treba Cuvati
na 4°C najdulje 10-15 sati. Krv i koStana srz pohranjuju se na sobnoj temperaturi

najdulje 9 sati.

Za mikroskopiranje uzorka rabe se neobojeni i obojeni preparati. Neobojeni
preparat uzoraka Cvrstih materijala (vlasi, strugotina koZe i1 nokata) pripravlja se
pomocu 10-20% kalijeve luZine koja otapa keratin i olakSava pronalazak gljivicnih
oblika (hife). Kapsula kvasca dokazuje se iz uzorka likvora, mokrace i pleuralnog
punktata s pomocu tuSa. Za otkrivanje prisutnosti kvasaca 1 plijesni moze se upotrijebiti
vlaZzni preparat uzoraka (iska$ljaj, stolica, bronhoalveolarni lavat). Gljiviéni oblici
mnogo se lakSe uocavaju u obojenom pripravku; najéeS¢e metilenskim modrilom, po
Gramu i Giemsa-Romanowskom, fluorescentnom bojom radi lakse detekcije stani¢ne
stjenke gljiva. Mikroskopski je pregled klini¢kih uzoraka nezaobilazan u dijagnostici
gljiviénih bolesti, iako su pri tome moguci laZzno pozitivni 1 laZzno negativni rezultati, a

metoda je manje osjetljiva od kulture.

Gljive se mogu uzgojiti na brojnim neselektivnim i selektivnim hranjivim
podlogama, a najces¢e se upotrebljava Sabouraudova hranjiva podloga. Podloga s
nasadenim primarno sterilnim uzorkom inkubira se pri 37°C, a ona s nesterilnim pri

25°C. Inkubacija traje priblizno 2-3 tjedna u aerobnim uvjetima.

37



Identifikacija kvasaca temelji se na ispitivanju njihovih fizioloskih, biokemijskih
1 morfoloskih osobina. Testom asimilacije ispituje se sposobnost kvasaca da razgraduju
Secer u prisutnosti kisika, a testom fermentacije sposobnost da razgraduju Secer bez
prisutnosti kisika. Rastom kvasaca na kukuruznom agaru ispituje se sposobnost
stvaranja pseudomicelija i klamidospora. Za brzu identifikaciju primjenjuje se test
klijanja- tijekom inkubacije poraslog sloja u ljudskom ili Zivotinjskom serumu stvaraju
se cilindri¢ni izdanci (Candida albicans). Identifikacija plijesni zasniva se na izgledu i

boji poraslih kolonija te na mikroskopskom izgledu karakteristi¢nih plodnih struktura.

Imunodijagnostickim metodama otkriva se prisutnost dijelova gljiviéne stanice
(npr. povrSinski antigeni, kapsula) u uzorcima tjelesnih tekuéina. U rutinskoj
dijagnostici dokazuju se antigeni kapsule kvasca (tus-preparat) i antigeni stani¢ne
stienke testom lateks aglutinacije i imunoenzimskim testom. U brzoj dijagnostici
gljivicnih infekcija mnogo se ocekuje od molekularne metode lanCane reakcije
polimerazom (PCR) kojom se izravno u klinickim uzorcima detektiraju nukleinske

kiseline gljiva.®10

NajceS¢e greSke molekularnih metoda: greSske pri obiljezavanju;
kontaminacija uzorka prilikom uzimanja ili obrade u laboratoriju; propadanje uzorka
tokom transporta/¢uvanja/obrade, male koli¢ine ciljne nukleinske kiseline; prisustvo

inhibitora; odabir neodgovaraju¢ih primera/proba.®”
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4. RASPRAVA

Pitanje sigurnosti bolesnika sve je aktualnije u sustavima zdravstvene skrbi svih
razvijenih zemalja. Medutim, sustavi za otkrivanje nepovoljnih dogadaja, te inicijative
za smanjenje postotka pogresaka u medicini tek su u zametku. Laboratorijske usluge
imaju kljuénu ulogu kako u individualnoj, tako i populacijski utemeljenoj zdravstvenoj
skrbi. Klinicki se laboratoriji koriste mnogim razli¢itim metodama da bi smanjili
pogreske, pruzili sigurnost bolesniku te poboljsali kvalitetu, ukljuujuci pritom
postupke za kontrolu kvalitete, programe osiguranja kvalitete, akreditaciju laboratorija i
certifikaciju programa izobrazbe. Znacajan napredak analitickih tehnika, laboratorijskih
uredaja, informacijskih tehnologija, automatizacije 1 organizacije omogucéio je
postizanje visokoga stupnja analiti¢ke kvalitete tijekom proteklih 50 godina. Sve je to,
pak, rezultiralo znacajnim smanjenjem postotaka pogreski, posebice analiti¢kih
pogreSaka. Danas postoje Cvrsti dokazi da vecina laboratorijskih pogresaka nije
povezana s analitickom fazom te da su predanalitiCki i poslijeanaliticki procesi
podlozniji pogreskama nego analiti¢ki. Takva bi oc¢ekivana raspodjela pogresaka trebala
potaknuti laboratorije da usmjere pozornost na prije- i poslije- analiticke procese kako
bi poboljsali sigurnost bolesnika jer ¢ini se da te faze sadrze najveci potencijal za
poboljsanje kvalitete jednom kad se identificiraju i adekvatno primijene pouzdane

strategije.

Potrebno je, medutim, provesti jo§ neka razmatranja. Prvo, analiticka kvaliteta
jos uvijek predstavlja veliki problem. Nedavno objavljeni podatci o analitickoj kvaliteti
u klini¢koj kemiji ukazali su na vrijednosti koje predstavljaju polazni kriterij za
najmanju prihvatljivu kvalitetu. Sli¢ni ili ¢ak losiji podatci dostupni su i u drugim
podruc¢jima laboratorijske medicine, posebice imunologiji, koagulaciji i molekularnoj
biologiji. Drugo, iako se laboratorijski rad tradicijski klasificira kao predanaliticki,
analiticki 1 poslijeanaliticki, istraZivanja pocetka 1 zavrSetka sveukupnog procesa
ispitivanja (engl. total testing process, TTP) otkrivaju i postojanje pred-prijeanaliti¢kih i
post-poslijeanaliti¢kih faza. Prva faza zapocinje zahtjevom za pretragu, identificiranjem
bolesnika i1 uzorka, uzimanjem krvi te prikupljanjem 1 rukovanjem uzorcima, a zavrsava
dostavom bioloskih uzoraka u laboratorij. U post-poslijeanalitickoj fazi, koja se odvija

izvan kontrole laboratorija, kliniar prima, ¢ita i tumaci rezultate te donosi odluku na
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temelju informacija iz laboratorija i drugih izvora. Temeljno je, stoga, pitanje “moraju li
klinicki laboratoriji preuzeti odgovornost za c¢itav proces testiranja, ukljucujuéi i
primjerenost zahtjeva za pretragom i tumacenja?”. U Tehni¢kom izvjes¢u ISO br.
22367, laboratorijska se pogresSka definira kao “nedostatak koji se zbiva u bilo kojem
dijelu laboratorijskog ciklusa, od trazenja pretraga do izvjeStavanja o rezultatima te
njihovom primjerenom tumacenju i reakciji na njih”. Takva Siroka definicija ima
nekoliko prednosti te posebice potice vrednovanje pogreSaka u laboratorijskoj medicini
koje je usredotoceno na bolesnika. S obzirom na takvu koncepciju, treba provesti
odredena prakti¢na razmatranja kako bi se smanjile pogreske u laboratorijskoj medicini

1 poboljsala sigurnost bolesnika.

Premda je glede laboratorijskih, osobito analitickih pogreSaka postignuto
znacajno smanjenje tijekom posljednjih desetljeca, laboratorijske usluge nisu sigurne
koliko bi trebale biti tako da ne bismo trebali biti zadovoljni. Tehnoloska rjeSenja mogu
laboratorijske usluge uciniti sigurnijima, no ne moze ih se smatrati svemoc¢nim. Nova
definicija “laboratorijskih pogreSaka” posebice poti¢e laboratorije da preuzmu
odgovornost za citav ciklus procesa testiranja, ukljucujuci i primjerenost zahtjeva za
pretragama te tumacenje. Medutim, takvu je odgovornost moguce ispuniti iskljucivo
kroz usku suradnju s klinicarima i ostalim zdravstvenim stru¢njacima. Meduklini¢ka
suradnja, koja je osmisljena da poboljsa kvalitetu zahtjeva za pretragama, identifikacije
bolesnika, prikupljanja 1 rukovanja uzorcima te distribucije podataka, jest kljucna za

postizanje najvecega moguceg kvantitativnog smanjenja laboratorijskih pogresaka.

Ucinkovitija integracija automatizacije 1 upravljanja informacijama vrlo je vazna
da bi se osigurala Sto kvalitetnija kontrola laboratorijskih procesa. Automatizacija
obuhvacda procjenu uzorka na pocetku procesa, optimirano usmjeravanje i
rasporedivanje, tocna i pouzdana mjerenja te smanjenje pogreSaka kojima su uzrok
aktivni ljudski Cinitelji zbog, primjerice, opetovanih i manualnih postupaka. Rizik za
pogreske u prijeanalitickim procesima izvan laboratorija smanjen je, primjerice,
uvodenjem sustava osmiSljenih za upravljanje distribucijom epruveta, lijepljenje
adekvatnih identifikacijskih naljepnica, izradu pomo¢nih oznaka za prikupljanje
uzoraka, te prijenos i prikupljanje epruveta u odgovarajuéi “bolesnicki komplet”. Isto
tako, uvodenje predanalitickih radnih stanica je dramati¢no smanjilo broj pogresaka u

predanalitiCkim postupcima koji se provode u laboratoriju. Upravljanje informacijama
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ukljucuje pristup procesima, pracenju uzorka, dnevniku podataka 1 izvjeS¢ima,
dokumentaciji o kontroli kvalitete i validaciji laboratorijskih nalaza. To bi sve, pak,
trebalo rezultirati to¢nijim 1 pouzdanijim laboratorijskim informacijama. Stoga se od
ucinkovite kontrole procesa ostvarene kroz integraciju automatizacije i upravljanja
informacijama ocekuje da znaCajno poboljSa sigurnost u ukupnom procesu

laboratorijskog testiranja.

Cini se da se najveéi moguéi potencijal za poboljdanje kvalitete nalazi u pred-
prijeanalitiCkim koracima. Primjerena identifikacija bolesnika i uzorka ostaje srediSnje
pitanje. Rasirena uporaba manseta s crticnim kodom je obvezatna, no ne uklanja potrebu
za to¢nom provjerom identiteta bolesnika, za ucinkovitije strategije za prikupljanje
uzoraka te za adekvatno osposobljenim osobljem. Nedostatak osposobljenog osoblja te
preoptereéene prostorije za vadenje povecale su moguénost pogresaka koje je lako
sprijeciti. Dok su pokazatelji kvalitete za analiticku fazu laboratorijskih aktivnosti dobro
definirani uz medunarodno priznatu specifikaciju, u vezi s vrstama i granicama

prihvatljivosti za specifikacije poslijeanaliticke kvalitete ne postoji slaganje.

Laboratorijska medicina je visokodinami¢ni sektor zdravstvene skrbi. Ucestalost
1 vrste pogreSaka u laboratorijskoj medicini promijenile su se na bolje, §to se ocekuje i
ubuduce zahvaljujuéi stalnom razvoju sve slozenijih pretraga, velikim pomacima u
tehnologiji uredaja, te teznji za potpuno integriranim laboratorijskim informacijskim
sustavima. [ako je analiticka kvaliteta jo§ uvijek najveci problem, najveci utjecaj na
cjelovito poboljSanje postigao bi se usredotoCenjem na prije- i poslije- analiticke
procese u kojima se zbiva najviSe “grubih” pogreSaka, odnosno pogreSaka iz kojih
nastaju nepovoljni dogadaji ili rizik nepovoljnih dogadaja za bolesnike. Citav ciklus
testiranja predstavlja jedinstveni okvir kojega treba iskoristiti za identificiranje i
smanjivanje pogreSaka u laboratorijskoj medicini, s time da se nikada ne smije
zaboraviti da laboratorijski strucnjaci moraju prednjaciti u osiguranju sigurnosti

bolesnika kako unutar, tako i izvan zidova klini¢kih laboratorija.*®)
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5. ZAKLJUCAK

Iako je smatrano da se najvise pogreSaka u laboratorijskom radu odvija u
analitickom dijelu procesa, nakon dosada$njih poboljsanja te faze zakljuceno je da se
najviSe pogreSaka dogada u predanalitickoj fazi, a neSto manje u poslijeanaliti¢koj fazi.
Osnovni razlozi sadrzani su ¢injenicama da predanaliticka faza ima veci broj sudionika i
dulje traje od ostalih faza laboratorijskog procesa (57% ukupnog vremena), ukljucuje
manje automatiziranog na¢ina rada, viSe cjelina s kojima proporcionalno raste i
mogucnost pogreske. Poseban problem predstavlja jo§ uvijek prisutna nedovoljna
razvijena odgovornost za uzorak, odnosno manjak suradnje cjelokupnog medicinskog

osoblja koje je ukljuceno u klini¢ku obradu pacijenta.

Edukacija osoblja uklju¢enog u predanalitiCku fazu laboratorijskog procesa
klju¢na je za razumijevanje utjecaja razli¢itih ¢cimbenika na kvalitetu uzorka a time i na

kvalitetu i to¢nost laboratorijskih nalaza.

Kako bi se izbjegle najcesée predanaliticke i analiticke pogreske U
mikrobioloskoj dijagnostici, iz ovog rada mozemo zakljuciti da je za mikrobiolosku

obradu i procjenu uzoraka najvaznije:

1) osigurati to¢ne podatke o pacijentu

2) vrijeme uzimanja uzorka / datum

3) podrijetlo uzorka

4) redoslijed uzimanja uzoraka i posebni zahtjevi
5) pravilno uzorkovanje

6) ispravna pohrana uzorka

7) pravilan transport uzorka

8) preliminarna dijagnoza / klini¢ki podaci

9) pravilan odabir metode i ispravna obrada uzorka.

DuzZnost i obveza laboratorija je stalna edukacija klinickog osoblja, pacijenata 1

drugih korisnika za sve postupke koji doprinose kvaliteti uzorka.
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7. SAZETAK

Uvod

Kvaliteta i sigurnost laboratorijske dijagnostike je vrlo vazna i znacajno utjece
na promociju ukupne zdravstvene skrbi. Klasifikacija laboratorijske dijagnostike na
predanaliticku, analiticku 1 postanaliticku fazu olakSava pracenje cjelokupnog
laboratorijskog procesa i nastajanja mogucih pogresaka. Puno je dokaza koji ukazuju da
je predanaliticka faza najkriti¢niji dio procesa. Neki od problema koji se javljaju u ovoj
fazi ukljucuju nesukladne uzorke zbog pogresne identifikacije, koli¢ine (nedovoljno
volumena uzorka za analizu) ili kvalitete (hemolizirani, zgrusani, kontaminirani uzorci)
uzoraka. Standardizacija cjelokupnog procesa i pravovremeno otkrivanje pogresaka
dovodi do vece kvalitete laboratorijske dijagnostike. U mikrobioloSkoj dijagnostici
treba poznavati nacela i pojedinosti uzimanja i slanja uzorka u mikrobioloski laboratorij

jer je osobito vazno u uzorku ocuvati §to veci broj prisutnih infektivnih Cestica.
Cilj
Cilj ovog rada je ukazati na najc¢eS¢e potencijalne pogreske u predanaliti¢koj i

analitickoj fazi rada u mikrobioloSkom laboratoriju u svrhu njihovog izbjegavanja.
Izvori podataka i metode

U svakom laboratoriju je najvaznije poznavati nacela dobre laboratorijske
prakse, tj. pridrzavati se standardnih mjera zastite u radu. Najvazniji i najjednostavniji
nacin sprjeCavanja i kontrole infekcija je higijena ruku. Kako su zamjene uzoraka
najces¢i uzroci gresaka, vazno je pravilno i potpuno ispuniti mikrobioloSku uputnicu jer
ona katkad predstavlja jedinu komunikaciju izmedu laboratorija i klinike. Za uzorke je
najbitnije da se dobro odaberu, pravilno uzmu i brzo transportiraju do mikrobioloskog
laboratorija. Da bi bili valjani, uzorci moraju predstavljati sam infektivni proces. U
mikrobiologiji se obraduju gotovi svi klini¢ki uzorci, primarno sterilni i nesterilni, na
trazene infekcije (bakterijske, virusne i gljivicne) prema odgovarajuim pravilima
uzorkovanja, ¢uvanja 1 transporta. Bilo kakva odstupanja dovode do nezanemarivih
predanalitickih greSaka. Za analiticki dio procesa je vazna pravilna obrada uzoraka

prema odgovaraju¢im metodama, direktnim i indirektnim.
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Zakljucak

Najveci broj pogresaka u laboratorijskom radu se odvija u predanalitickoj fazi.
Cilj svakog laboratorija je poboljSanje kvalitete i to¢nosti nalaza, a to se moze postici
samo uz kontinuiranu edukaciju osoblja. U mikrobioloskoj dijagnostici treba poraditi
najvise na kvaliteti uzoraka Sto ¢e utjecati na smanjenje i predanalitickih i analitickih

gresaka.
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8. SUMMARY

Introduction

Quality and safety of laboratory diagnostics have very important and significant
affect on the promotion of a overall health care. Classification of laboratory diagnostics
to the preanalytical, analytical and postanalytical phase, facilitates the monitoring of the
entire laboratory process, as well as the emergence of possible errors. A lot of evidence
are suggesting that the preanalytical phase is the most critical part of this given process.
Some problems which occur in the given phase include non-compliant samples due to
the misidentification, quantity (insufficient sample volume for analysis) or quality
(hemolysed, clotted, contaminated samples) of the samples. Standardization of the
entire process and the timely detection of errors leads to higher quality of laboratory
diagnostics. In the microbiological diagnostics, one needs to know the principles and
details of taking and sending samples to the microbiology laboratory, since it is
particularly important to preserve in sample as many of those present infectious

particles.
Objective

The objective of this paper is to present and point out most common errors
occuring in the preanalytical and analytical phase of work in the microbiology lab in

order to avoid them.
Sources of information and methods

Each lab requires a detailed knowledge of principles, which good laboratory
practice has; ie. to comply with the standard criteria of protection at work. The most
important and the simplest way to prevent and control infections is a hand hygiene. As
the replacement samples for most common causes of errors, it is important to correctly
and completely fill microbiological referral since it is sometimes the only valuable
communication between the laboratory and the clinic. For samples, it is most important
to choose a good, properly taken and quickly transported to the microbiology lab. To be
valid, samples must represent an infectious process. Microbiology processes almost all
clinical specimens, primarily sterile and non-sterile, for the requested infections

(bacterial, viral and fungal) under the relevant rules of sampling, storage and transport;
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as well as the any deviations leading to a non insignificant preanalytical errors. In the
analytical part of the process it is important to correct processing of the samples to the

appropriate methods, direct and indirect.
Conclusion

Most errors in laboratory work are carried out in preanalytical stage. The aim of
all laboratories is to improve the general quality and accuracy of the findings, and this
can be achieved only through a detailed and continuous staff training. In
microbiological diagnostics, one has to work on the quality of samples which will affect

the reduction of the preanalytical and analytical errors.
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