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INTERVENCIJE ZDRAVSTVENE NEGE U
POTVRDI DIJAGNOZE ZARAZNIH BOLESTI

Prof. dr sc. med. Dejan Zivanovic¢




IZOLACIJA UZROCNIKA ZARAZNE BOLEST!

* |zolacija uzroCnika predstavlja metodu sigurne potvrde dijagnoze zarazne
bolesti; u zavisnosti od oboljenja, uzrocnici se mogu izolovati brisom koze,
sluznica, iz uzoraka krvi, sputuma, stolice, urina, likvora i drugih bioloskih
materijala

* |zolacija uzroCnika zaraznih bolesti se moze sprovesti:

v'direkthom mikroskopijom

v'uzgajanjem na hranljivoj podlozi (krvna, Zu¢na, ¢okoladna, jajna i dr.)
v'uzgajanjem na kulturi ¢elija (pileé¢i embrion)

v'inokulacijom na oglednim Zivotinjama



IZOLACIA UZROCNIKA ZARAZNE BOLESTI -
nastavak

* Direktna mikroskopija — najjednostavnija i najbrza metoda potvrde uzrocnika iz
bioloskog materijala koji potencijalno sadrzi patogene mikroorganizme; koristi
se u dijagnostici antraksa, amebne dizenterije, malarije, skabiesa, drugih
parazitarnih oboljenja, tuberkuloze

* Uzgajanje kulture na hranljivoj podlozi — jedan od najcesce koris¢enih i
najsigurnijih nacina za potvrdu zaraznih bolesti; sprovodi se zasejavanjem
uzoraka bioloskog materijala koji potencijalno sadrzi patogene mikroorganizme
na razlicite hranljive podloge (u zavisnosti od bakterijskog soja i da li je u pitanju
aerob ili anaerob) koje predstavljaju mesavinu razlicitih jedinjenja u kojima se
bakterije mogu uzgajati u vestackim uslovima; hranljive podloge mogu biti
cvrste — tzv. agar (krvni, Cokoladni, jajni, Lowenstein) ili tecne — tzv. bujon
(zucni bujon, mesna voda, peptoni, ekstrakt kvasca)



Colonies of Mycobacterium
tuberculosis on
Lowenstein-Jensen (LJ) Medium



UZIMANJE UZORAKA ZA ZASEJAVANJE NA
RANLJIVU PODLOGU - pravila

* Pravila se odnose na:

v'vreme uzimanja uzoraka — uzorci se uzimaju onda kada su izrazeni karakteristic¢ni
simptomi bolesti, idealno pre primene antibiotika (npr. Uzorci krvi za hemokulturu se
uglavnom uzimaju za vreme skoka telesne temperature, koprokulturu u vreme kada se
uzrocnici izlucuju stolicom)

v’nadin uzimanja uzoraka — uzorci se uzimaju u preporucéenoj koli¢ini u sterilne
laboratorijske posude bez ili sa hranljivom podlogom, asepticnom tehnikom

v'vrstu uzoraka i karakteristike materijala — potrebno je uzeti uzorke onog bioloskog
materijala u kome se mogu pronaci uzrocnici bolesti; ukoliko je moguce, uzorci se uvek
uzimaju sa karakteristicnog mesta (krv ili sluz u stolici)

v'vrstu podloge — podloga se bira na osnovu bioloskih karakteristika uzroc¢nika Cije se
prisustvo oCekuje i na kojima ¢e se najbrze razmnozavati i rasti (aerobna ili anaerobna,
krvna, zuCna i dr.); podloge se Cuvaju na sobnoj temperaturi, kako bi bakterije imale
povoljne uslove za razvoj nakon nanosSenja uzorka materijala



TRANSPORT UZORAKA NA HRANLJIVOJ PODLO/ZI
U LABORATORIJU

* Pravila:

v'sprediti izlivanje uzoraka materijala u spoljasnju sredinu (hermeticki zatvorene
posude)

v'uzorke Cuvati i transportovati u tremostatimana temperaturi 37°C, ili ih sto pre
dopremiti u laboratoriju

v’ propisno obeleziti uzorke (ime, prezime, JMBG, broj istorije, odeljenje koje
salje uzorak, vrsta uzorka)

v'uz uzorke dostaviti pravilno popunjene propratne uputnice za laboratoriju
(sadrze iste podatke kao i uzorci, kao i trazenu vrstu pregleda)



UZGAJANJE NA KU

-

"URI CELIJA | INOKULACIHA

OGLEDNIH ZIVOTIN.

A

* Kultura celija predstavlja sistem zivih Celija koje zive, metabolisu i razmnozavaju
se in vitro u specijalnim hranljivim podlogama (humana, animalna, tumorska,
embrionalna); uzgajanje uzrocnika na kulturi celija se koristi uglavhom za
potvrdu dijagnoze virusnih zaraznih bolesti, kao i oboljenja izazvanih onkogenim

virusima

* Inokulacija oglednih zivotinja predstavlja metod ubrizgavanja telesne tecnosti
obolele osobe odabranoj laboratorijskoj zivotinji (pacov, zec, zamorac), sa ciljem
da se izazove isto oboljenje kao i kod pacijenta; sprovodi se kada dijagnozu nije
moguce potvrditi drugim metodama (kod tuberkuloze, difterije, tetanusa i

botulizma)



DIREKTNO VIRUSOLOSKO ISPITIVANJE

* Direktnim virusoloskim testovima dokazuje se prisustvo virusnih antigena i
virusna RNK ili DNK u bolesnickom bioloskom materijalu (bris sluznice, krvni
serum, likvor)

* Najcesce se koristi PCR tehnika (eng. Polymerase Chain Reaction Test) -
metoda za brzo umnozavanje velikog broja kopija specificne sekvence DNK
virusa u in vitro uslovima, ¢cime se od male pocetne kolicine DNK virusa dobija
veliki broj kopija zeljenog fragmenta koje se potom mogu detektovati

* PCR reakcija se odlikuje visokom specificnosc¢u i visokom senzitivhoscu, zbog
cega se smatra izuzetno vaznom metodom u dijagnostici zaraznih bolesti



INDIREKTNO VIRUSOLOSKO ISPITIVANJE -
seroloske metode

* Seroloske analize se koriste uglavhom za potvrdu virusnih infektivnih oboljenja, a
zashivaju se na dokazivanju prisustva specificnih antitela u serumu obolele osobe
(ponekad i u drugim telesnim teCnostima, npr. pleuralnom ili peritonealnom eksudatu)
- dokazuje se imunoloski odgovor domacdina na prisustvo virusa

» Za serolosko testiranje je potrebno oko 5ml venske krvi koja se drzi na sobnoj
temperaturi sve do formiranja koaguluma; nakon toga, uzorak se centrifugira, i serum
je spreman za testiranje

* Najcesce koris¢ene seroloske metode su:

v ELISA test (eng. Enzyme-linked immunosorbent assay) — koristi se za utvrdivanje
prisustva antitela na patogene organizme (prvenstveno bakterije i viruse), ali se ovim
testom mogu detektovati i specificna antitela za odredene vrste tumora i druga
oboljenja

v'RIA test (eng. Radioimmunoassay) - metoda za merenje koncentracije bioloski
aktivnih supstanci (virusnih markera) u serumu



KOZNE PROBE

* Kozne probe predstavljaju dijagnosticku metodu kojom se izaziva alergijska
reakcija parenteralnim unosenjem niske doze mrtvih bakterija, bakterijskog
toksina ili drugih antigenih frakcija

* Cilj primene koznih proba je procena imunoloskog statusa neke osobe za
odredeno infektivno oboljenje

* Mesto izvodenja koznih proba je gornja spoljasnja trecina podlaktice

* Pozitivna reakcija na mestu aplikacije (crvenilo, otok, induracija) govori u prilog
tome da je uzrocnik bolesti aktuelno prisutan u organizmu bolesnika, ili da je
bolesnik vec ranije bio u kontaktu sa uzrocnikom, ali se na osnovu pozitivne
reakcije ne moze utvrditi vreme nastanka infekcije

* Neke kozne probe se zasnivaju na steCcenom imunitetu, pa izostanak reakcije u
tom slucaju (negativna reakcija) govori u prilog tome da je osoba imuna na tu

bolest



PROBA NA BRUCELOZU (Burnetova proba)

* Proba se izvodi parenteralnom primenom suspenzije brucela ubijenih toplotom
ili precCiscene proteinske frakcije

* Nacin izvodenja probe:

v'doza: 0,1 ml suspenzije

v'nadin primene: intradermalno

v'reakcija: induracija i otok na mestu aplikacije veli¢ine 3-4 cm

v'vreme Citanja reakcije: 24h i 48h

v'intenzitet reakcije: jedan ili vise pluseva (+, ++, +++...) — pozitivna reakcija

v'znaéenje pozitivne reakcije: osoba je aktuelno ili je bila u kontaktu sa
izazivacem



PROBA NA EHINOKOK

* Proba se izvodi parenteralnom primenom antigena koja se dobija od pantljicare psa
* Nacin izvodenja probe:

v'doza: 0,25 ml suspenzije

v'nacin primene: intradermalno

v'reakcija: induracija i otok na mestu aplikacije

v'vreme ¢itanja reakcije: 30 min. i 24h

v'intenzitet reakcije: nakon 30 minuta otok i infiltrat zajedno preénika oko 2,5 cm, a
nakon 24h otok precnika oko 4 cm, a infiltrat precnika veceg od 2,5 cm (pozitivna
reakcija)

v'znadenje pozitivne reakcije: osoba je aktuelno ili je bila u kontaktu sa izazivacem
v'NAPOMENA: reakcija ostaje pozitivna celog Zivota



PROBA NA DIFTERIJU (Sikova proba)

* Sprovodi se u cilju odredivanja imuniteta za difteriju, i izvodi se parenteralnom
primenom sterilnog rastvora diftericnog toksina u razblazenju 1:50

* Nacin izvodenja probe:

v'doza: 0,1-0,2 ml rastvora

v'nadin primene: intradermalno

v'reakcija: induracija, crvenilo i otok na mestu aplikacije
v'vreme Citanja reakcije: nakon 24-48h, 4-5 danai 7 dana

v'intenzitet reakcije: infiltrat je prec¢nika 1-2 cm, a veli¢ina crvenila i otoka se
obelezava jednim ili viSe znakova +, u zavisnosti od precnika (5-10 cm: +; 11-15
cm: ++; 16 ili viSe cm: +++)

v'znacenje pozitivne reakcije: reakcija preko 16 cm (+++) je znak odsustva
imuniteta protiv difterije (osoba nije vakcinisana ili nije stvorila antitela)



PROBA NA TOKSOPLAZMOZU

* Proba se izvodi parenteralnom primenom ekstrakta mrtvih parazita u
razblazenju 1:500

* Nacin izvodenja probe:

v'doza: 0,1 ml rastvora

v'nadin primene: intradermalno

v'reakcija: crvenilo i otok na mestu aplikacije

v'vreme ¢itanja reakcije: nakon 24-48h

v'intenzitet reakcije: otok precnika 0,5 ili viSe cm (pozitivna reakcija)

v'znacenje pozitivne reakcije: osoba je aktuelno ili je bila u kontaktu sa
izazivacem



PROBA NA TRIHINELOZU

* Proba se izvodi parenteralnom primenom ekstrakta mrtvih, osusenih i isitnjenih
trihinela

* Nacin izvodenja probe:

v'doza: 0,01-0,02 ml ekstrakta

v'nadin primene: intradermalno

v'reakcija: infiltrat i crvenilo na mestu aplikacije

v'vreme ¢itanja reakcije: nakon 20 min.

v'intenzitet reakcije: infiltrat pre¢nika 3-30 mm (pozitivna reakcija)

v'znacenje pozitivne reakcije: osoba je aktuelno ili je bila u kontaktu sa
izazivacem



TUBERKULINSKE PROBE

* Tuberkulinske probe predstavljaju parenteralno unosenje tuberkulina —
preparata koji sadrzi proteine prouzrokovaca tuberkuloze (Mycobacterium
tuberculosis, s. Bacillus Kochii), sa ciljem da se kod osoba koje su vakcinisane ili
ranije bile u kontaktu sa bacilom TB izazove alergijska reakcija

* Danas se uglavnom radi Mantuova proba PPD tuberkulinom (eng. Purified
Protein Derivat) koji se dozira u internacionalnim jedinicama (3 i.j. u 0,1 ml
rastvora); preparat se Cuva u frizideru i na taj nacCin ostaje stabilan tri meseca

* Pirkeova proba (skarifikacijom) i Morova proba (flasterima) se danas vise ne
koriste u praksi



TUBERKULINSKE PROBE — Mantuova proba

* Nacin izvodenja Mantuove (Mantoux) probe:

v’doza: 0,1 ml PPD preparata jacine 3 i.j.

v'nadin primene: intradermalno

v'reakcija: induracija i crvenila na mestu aplikacije

v'vreme ¢itanja reakcije: nakon 72h

v'intenzitet reakcije: infiltrat prec¢nika ve¢eg od 5 mm (pozitivna reakcija)

v'znacenje pozitivne reakcije: osoba je aktuelno ili je bila u kontaktu sa
izazivacem TB



KVANTIFERONSKI TEST

* QuantiFERON test (QFT) je in vitro dijagnosticki test za dijagnostiku latentne
tuberkulozne infekcije (radi se iz uzorka krvi)

* Na interpretaciju QFT ne utice prethodni vakcinalni status — ukoliko vakcinisana
osoba nikada nije bila u kontaktu sa bacilom TB, ovaj test ¢e biti negativan (za
razliku od PPD testa koji bi bio pozitivan)

* Klinicki znacaj: pozitivan QFT kod osoba koje se pripremaju za lecenje bioloskom
terapijom (reumatoidni artritis, psorijazni artritis, hroni¢ne inflamatorne bolesti
creva) zahteva leCenje latentne tuberkulozne infekcije izoniazidom u trajanju od
Sest meseci (mesec dana od pocetka leCenja izoniazidom se moze zapoceti
primena bioloske terapije)



BIOHEMIJSKE | HEMATOLOSKE ANALIZE

e Za dokazivanje i procenu stepena infekcije se koriste sledece laboratorijske analize
(indikatori inflamacije):

v CRP (C-reaktivni protein) - protein krvi koji sintetisu Celije jetre u prisustvu nekog
zapaljenskog procesa u organizmu i salju ga u krvotok; kako je CRP nespecifican opsti
marker inflamacije, povisene vrednosti ukazuju na prisustvo zapaljenskog procesa, ali
ne i na njegovu lokalizaciju i uzrok; normalne (referentne vrednosti) CRP u krvi su <10

mg/L;

v'Fibrinogen — osim 5to je neophodan protenski faktor (faktor I) u procesu koagulacije
krvi, fibrinogen je i nespecifican marker inflamacije — povisene vrednosti (vise od 4g/L)
ukazuju na prisustvo inflamatornih procesa u organizmu

v'Prokalcitonin - prohormon koji se u organizmu najc¢ece stvara kao odgovor na
bakterijske infekcije; odreduje se kod obolelih koji imaju znakove i simptome sepse, ili
kod oboleih od sistemske infekcije koji su u opasnosti od progresije bolesti do sepse i
septickog Soka, kao i za pracenje toka bolesti i odgovora na antimikrobnu terapiju;
granicna vrednost za prokalcitonin je 2,69 ng/ml



BIOHEMIJSKE | HEMATOLOSKE ANALIZE -nastavak

* Sedimentacija eritrocita — spontano tanzenje eritrocita in vitro pod dejstvom
sile gravitacije; brzina talozenja se izrazava visinom stuba natalozenih eritrocita
u mm nakon 2h, a poviene vrednosti (M: 15-20 mm, Z: 20-30 mm) uglavnom

ukazuju na prisustvo inflamatornog procesa u organizmu (moze se sresti i kod
nekih drugih stanja, kako fizioloskih, tako i patoloskih)

* Kompletna krvna slika sa leukocitarnom formulom — povisene vrednosti
leukocita - leukocitoza (iznad 4-10 X 10°/L) je nespecifican marker inflamacije,

dok poremecen odnos pojedinih celija bele krvne loze moze konkretnije
upucivati na prirodu infektivnog oboljenja:

v'povecan broj neutrofila/monocita — bakterijske infekcije
v'povecan broj eozinofila/bazofila — parazitarne infekcije
v'povecan broj limfocita — virusne infekcije



HEMOKULTURA

 Hemokultura je laboratorijski dijagnosticki test koji omogucava otkrivanje
prisustva mikroorganizama u krvi, njihovu identifikaciju (biogram) i utvrdivanje
osetljivosti na pojedine antibiotike (antibiogram)

* Prema svojoj fiziologiji krv je sterilna; nalaz hemokulture ima ogroman znacaj u
infektologiji i klinickoj medicine uopste: pozitivha hemokultura identifikuje
ujedno i uzrocnika infekcije, dok negativha hemokultura ukazuje da se radi o
lokalnoj infekciji

* Najcesci uzrocnici pozitivnih hemokultura su bakterije (termin hemokultura
se najcesce i odnosi na detekciju bakterija u krvi), iako i gljivice, virusi i paraziti
takode mogu prodreti u krv i izazvati sistemsku infekciju



HEMOKULTURA - podloge

* Postoje tri vrste podloga za hemokulturu:
v'podloge za aerobne mikroorganizme
v'podloge za anaerobne mikroorganizme

v'podloge za decu i osobe od kojih se ne moze uzeti dovoljna koli¢ina krvi za
standardne podloge

* Podloge za hemokulturu se ¢uvaju na sobnoj temperaturi (15-30°C), zasticene
od svetlosti



HEMOKULTURA - procedura

* Hemokultura se Eol_‘c(:ravilu uzima najkasnije 30-90 minuta od skoka vrednosti telesne
oli

fceg_\I?e_ra;ture, ne o puta tokom 24h (moze se uzetii,na hladno”, ukoliko lekar tako
indikuje

* Uzorak krvi za hemokulturu obavezno uzeti venepunkcijom periferne vene, a ne iz
vaskularnog katetera (ukoliko lekar ne indikuje drugacije)

* Palpacijom odabrati venski sud za punkciju pre nego sto se mesto punkcije dezinfikuje
na slededi nacin:

vidudi od centra ka periferiji, mesto punkcije u pre¢niku od 5 cm dezinfikovati sterilnim
tupferom gaze natopljenim 70% etanolom; ne brisati, veC ostaviti 1 min. da se koza
0Susi;

v'idu¢i od centra ka periferiji, mesto punkcije u pre¢niku od 5 cm dezinfikovati sterilnim
tupferom gaze natopljenim 2% rastvorom povidon-joda; ne brisati, veC ostaviti 1 min.
da se koza osusi;

v'ukoliko se tokom venepunkcije mora dotaknuti dezinfikovana regija, to se moZe uraditi
iskljuCivo sterilnim rukavicama



HEMOKULTURA — procedura (nastavak)

* Punktirati krvni sud asepticnom tehnikom i aspirirati 10-20 ml krvi

 Skinuti poklopac bocice sa anaerobnom podlogom asepticnom tehnikom, a
zatim u nju ubrizgati 5-10 ml krvi nakon sto je promenjena igla na brizgalici;
zatim ponovo promeniti iglu i ponoviti postupak sa aerobnom podlogom

* Vazno: uvek prvo zasejati anaerobnu, pa aerobnu podlogu; obavezno izbaciti
vazduh iz brizgalice pre zasejavanja anaerobne podloge

e Zasejane podloge blago okrenuti nekoliko puta (ne muckati), kako bi se krv
ravhomerno pomesala sa podlogom

* Nakon propisnog obelezavanja uzoraka, uzorke sa uputnicom (ime i prezime
pacijenta, JMBG, odeljenje koje Salje uzorak, broj istorije bolesti, uputne
dijagnoza, vrednost izmerene telesne temperature, ordinirajuci lekar i
medicinska sestra) Sto pre dostaviti u laboratoriju, ili ih do otpremanja drzati u
termostatu na temperaturi 37°C



Hvala na paznji

kontakt:
zivanovic _dejan@yahoo.com



