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POPIS KRATICA

TB - tuberkuloza

ARB - acidorezistentni bacili

MTB - Mycobacterium tuberculosis

NTM - netuberkulozne mikobakterije

MGIT - eng. Mycobacteria growth indicator tube
HIV - virus humane imunodeficijencije

ATL - antituberkulotski lijekovi

INH - izoniazid

R - rifampicin

PZA - pirazinamid

E - etambutol

S - streptomicin

NALC-NaOH - n-acetyl-L-cistein-NaOH
MDR-TB - eng. multi-drug-resistant tuberculosis

SZO - Svjetska zdravstvena organizacija
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1. Uvod

1. UvOoD

Tuberkuloza ili suSica je zarazna bolest koju uzrokuje Mycobacterium tuberculosis. Jedna je
od vodecih pojedina¢nih uzroka smrti od zaraznih bolesti kroz povijest, a i danas. lako prati
ljudski rod od davnina, u 17. stolje¢u pocinje epidemijski val s visokim pobolom i smrtnosti.
Godine 1882. Robert Koch je otkrio uzro¢nika tuberkuloze, Mycobacterium tuberculosis, a
nakon toga 1 metodu bojanja ¢ine¢i ga time vidljivim pod svjetlosnim mikroskopom. Taj
dogadaj predstavlja rodenje dijagnostike tuberkuloze te je omogucio daljnja istrazivanja koja

su dovela do novih spoznaja i metoda na podrucju dijagnostike i terapije tuberkuloze (1).

Tuberkuloza moze zahvatiti bilo koji organ ljudskog tijela i mikrobioloski se mogu obraditi
razni klini¢ki uzorci. Pristup u borbi protiv tuberkuloze mora biti multidisciplinaran. Uz
klinicare i epidemiologe, vrlo je vazna i nezaobilazna uloga mikrobioloskog laboratorija. Brzo
otkrivanje samog uzro¢nika dovodi do pravovremene reakcije svih strué¢njaka ukljucenih u
kontrolu bolesti. Rano postavljanje dijagnoze i uvodenje terapije omogucuje lijeCenje

pojedinca i sprje¢avanje Sirenja infekcije u drustvenoj zajednici.

1.1. Uzroénik tuberkuloze

Tuberkuloza (TB) je niz klinickih 1 mikrobioloskih reakcija koje nastaju kao upalni odgovor
ljudskog organizma na infekciju patogenim bakterijama Mycobacterium tuberculosis complex
(MTC) i njihovih antigena. Mikobakterije su rod bakterija, medu koje se ubrajaju mnoge vrste

s razli¢itim stupnjevima patogenosti za ¢ovjeka.
Klasifikacija u nekoliko najbitnijih grupa prema patogenosti za covjeka:

1. Mycobacterium tuberculosis complex, koji mogu uzrokovati tuberkulozu: M.
tuberculosis, M. bovis, M. africanum, M. microti, M. canetti;

2. Mycobacterium leprae, koji uzrokuje gubu, lepru ili Hansenovu bolest;

3. Netuberkulozne mikobakterije (NTM) koje wuzrokuju pluénu infekciju nalik
tuberkulozi: Mycobacterium avium complex (MAC), M. kansasii, M. xenotip, M.

abscessus (19).
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1.1.1. Mycobacterium tuberculosis

Mycobacterium tuberculosis je uzro¢nik tuberkuloze, bolesti ljudi, a ¢ovjek mu je jedini
prirodni domacin. Bacili tuberkuloze nepokretni su, asporogeni, ravni ili lagano zavinuti
Stapiéi, veli¢ine 0,2 - 0,6 X 1 - 10 um. Mnoge osobine MTB-a posljedica su njegove stani¢ne
stjenke, bogate lipidima. Stani¢na stjenka mikobakterija je gradena od Cetiri sloja. Prvi sloj
peptidoglikan (murein) je kovalentno vezan na polisaharid arabinogalaktana na koji se veze
mikoli¢na kiselina sa 60 - 90 ugljikovih atoma i izrazito su hidrofobnih osobina. Cetvrti sloj,
povrsinski, ¢ine peptidoglikolipidi, sulfolipidi, cord-faktori i voskovi na kojima se nalaze

receptori za fage i seroaglutinaciju (19).

MTB je aerobna bakterija sporog rasta (generacijsko vrijeme 18 - 22 h) i zahtjevna za uzgoj.
Za izolaciju se koristi kruta jajcana podloga po Lowenstein-Jensennu. Kolonije se pojavljuju
nakon 3 - 12 tjedana inkubacije na 35 - 37°C. Kolonije su hrapave, uzdignute i naborane
povrsine, krem boje te izgledaju poput cvjetace. Otporan je na suSenje, a osjetljiv na suncane,
odnosno UV zrake (4, 5). Pokazuje izrazitu acidoalkoholnu rezistentnost, sposobnost
zadrZavanja bazi¢ne boje karbol-fuksina i nakon ispiranja kiselim alkoholom koja je vazna
osobina u identifikaciji mikobakterija. Karbol-fuksin se veze za mikoli¢nu kiselinu, a

peptidoglikan stani¢nog zida sprjeava njihovo odbojavanje.

1.2. Epidemiologija tuberkuloze

Prema procjeni Svjetske zdravstvena organizacija (SZO) u 2012. godini oboljelo je 8,6
milijuna ljudi (incidencija 122/100 000 stanovnika), a 1,3 milijuna je umrlo od ove bolesti (2).
U odnosu na svijet, s incidencijom od 12,5/100 000 u 2012. godini, Hrvatska je zemlja s
niskom incidencijom tuberkuloze, iako je to zarazna bolest od koje umire najvise Hrvata, oko

43 osobe godisnje (3).

Geografska distribucija stopa incidencije u Hrvatskoj pokazuje vece stope U sjevernim i
isto¢nim, nego u juznim dijelovima zemlje. Klimatske prilike tijekom zime olaksavaju Sirenje
uzro¢nika te se viSa incidencija u istoénim i sjevernim Zupanijama Smatra posljedicom
kontinentalne klime s hladnim zimama i rjedim boravcima na otvorenom. Jedan od razloga

takve geografske distribucije je i migracija tijekom Domovinskog rata i nakon rata koje su
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bile izrazenije u Zupanijama uz granicu s Bosnom i Hercegovinom, koja je imala najviSe stope

incidencija tuberkuloze u regiji (6).

Od tuberkuloze najvise obolijevaju najstarije dobne skupine. Smatra se da se u ovoj populaciji
radi o infekciji koja je nastupila ranije u zivotu, ali sa slabljenjem obrambenih snaga
organizma i uslijed nekih drugih bolesti dolazi do reaktivacije starog tuberkuloznog procesa.
To je obiljezje razvijenih zemalja svijeta. U zemljama s loSom epidemioloskom situacijom i S
onima u razvoju, tuberkuloza prevladava u mladim dobnim skupinama (7). Muskarci ¢esce
obolijevaju nego Zene, pretpostavlja se zbog hormonskih ¢imbenika. Medu oboljelim
dominiraju oni s tuberkulozom plu¢a (90 %) (8). Problemi s kojima se u nadzoru nad
tuberkulozom bore mnoge zemlje su visoka incidencija tuberkuloze u djece, rezistencije na
antituberkulotske lijekove (ATL), tuberkuloze povezane s infekcijom virusom humane
imunodeficijencije (HIV) te dostupnosti antituberkulotika. U Hrvatskoj se uspje$no drze pod
kontrolom, zahvaljujué¢i nacionalnom programu koji provodi besplatnu prevenciju,

dijagnostiku i lijeCenje tuberkuloze (9).

1.3. Patogenost M. tuberculosisa

M. tuberculosis najuspjesniji je bakterijski patogen na svijetu, a virulentni sojevi posjeduju
brojne mehanizme kojima uzrokuju bolest. U vecini slucajeva bolest se prenosi medu ljudima
preko respiratornog sustava, kihanjem, govorom, iskaSljavanjem zarazenog bolesnika.
Dovoljno je manje od 10 bacila da se inhalacijom deponiraju u periferne alveole donjih
dijelova plué¢a i uzrokuju infekciju i upalu kod osobe. Oko 4 - 10 tjedana nakon infekcije
razvija se stani¢no posredovana reakcije preosjetljivosti i tuberkulinska reakcija postaje
pozitivna. Nastaje granulom s kazeoznom nekrozom u pluénom tkivu i pripadaju¢em limfnom
¢voru tzv. Gohnovo zariSte (10). Razvoj aktivne tuberkuloze nakon infekcije ovisi o
baktericidnoj akivnosti makrofaga, ali i koli¢ini i virulenciji MTB-a. Rizik inficiranja
bakterijom MTB odreden je uglavnom vanjskim ¢imbenicima poput stanja tuberkuloznog
bolesnika, bliskosti i trajanju kontakta s bolesnikom. U prosjeku 90 - 95 % osoba nece razviti
bolest i MTB ¢e kod njih ostati u fazi latentne infekcije citav zivot, pod nadzorom imunoloske
obrane. 5 - 10 % inficiranih osoba u jednom ¢e trenutku oboljeti. Ta ¢injenica omogucuje da

inficirane osobe imaju dozivotni rizik za razvoj bolesti (8, 11).
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Poznato je da su bacili tuberkuloze neophodni, ali ne i dovoljni da bi ¢ovjek obolio od
tuberkuloze. Razli¢iti su ¢imbenici povezani s razvojem tuberkuloze. Od socioekonomskih
¢imbenika najeS¢e su uoceni siromastvo, napuceni uvjeti zivljenja, nezaposlenost i
besku¢nistvo. Alkoholizam, pusenje, intravenska uporaba droga, ¢esto su prisutni bihevioralni
¢imbenici, dok bolesti i stanja poput HIV-infekcije, presadivanja organa, Secerne bolesti,
imunosupresivne terapije, malignih oboljenja te pothranjenosti ¢ine vazne bioloske ¢imbenike
(8, 12).

1.4. Lijecenje oboljelih od tuberkuloze

LijeCenje tuberkuloze je slozen problem zbog viSe razloga. Prvo, M. tuberculosis ima
kompleksan stani¢ni zid koji otezava djelovanje antibiotika, zatim se uglavnom nalazi
unutarstani¢no okruzen nekroticnom masom te se sporo dijeli pa je potrebno dugotrajno
lijecenje. Takoder, odredeni broj bakterija je rezistentan na odredene antibiotike te je potrebna

kombinacija antibiotika u lijeCenju (4, 13).

U prvi red antituberklotika (ATL) ubrajaju se izoniazid (INH), rifampicin (R), pirazinamid
(PZA), etambutol (E) i streptomicin (S). U drugu liniju antituberkulotika ubrajaju se rifabutin,
kinoloni, paraaminosalicilna kiselina, cikloserin, etionamid, amikacin, kanamicin. Ukoliko soj
stvori rezistenciju na izonijazid i rifampicin koji su temeljni i naju¢inkovitiji antituberkulotici,

smatra se multirezistentnim (14).

Prevencija tuberkuloze odnosi se na BCG cijepljenje (suspenzija Zivih bacila M. bovis t;.
BCG-so0j) i kemoprofilaksu. BCG cijepljenjem postize Se stanje primarne infekcije i svrhovito
je samo ako se cijepe djeca u prvoj godini zivota i ne moze se potpuno sprijeCiti pojava
tuberkuloze, ali se moZe smanjiti pojava teSkih oblika poput diseminirane tuberkuloze i
tuberkuloznog meningitisa. Kemoprofilaksa je zastitna mjera koja se provodi izoniazidom

kako bi se sprijecio razvoj bolesti u vec¢ inficiranih osoba (4).
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1.5. Mikrobiolo$ka dijagnostika tuberkuloze

Mikrobioloska dijagnostika tuberkuloze temeljni je i obavezni dio svakog nacionalnog
programa suzbijanja tuberkuloze. Bitna je u postavljanju dijagnoze, otkrivanju novooboljelih,

odabiru odgovarajuce terapije 1 pracenju uspjesnosti lijeCenja.

Metode konvencionalne mikrobioloske dijagnostike jesu direktna mikroskopska pretraga
acidorezistentnih bacila u klinickom uzorku, Kkultivacija na krutim i tekuéim podlogama,
identifikacija poraslog soja i test osjetljivosti. Nakon primitka uzorka radi se klasi¢an

algoritam pretraga (Slika 1).

Uzorak
Mikroskopija >~ — (centrifugiranje, s Molekularne
dekontaminacija) metode
neg
e Kraj nakon
6.tj

Kultivacija
* kruteitekuée podloge

poz l’

o

NTM
Imunokromatografska |"1" """ T T T T T T T T T g Fenotipske metode
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1

' s
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( = 33
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* fenotipsko testiranje
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NS

Slika 1. Shema dijagnostic¢kih pretraga na mikobakterije

1.5.1. Obrada uzoraka za mikrobiolosku dijagnostiku tuberkuloze i priprema razmaza

za mikroskopsku pretragu

Temelj uspjesSne mikrobioloske dijagnostike tuberkuloze je kvalitetan uzorak. Uz koli¢inu i
kvalitetu, transport uzorka u laboratorij, ¢uvanje te metode koje se koriste u laboratorijima
najvazniji su ¢imbenici koji utjecu na konacan ishod pretrage.

NajceSce pretrazivani uzorak je iskasljaj koji se preporuca uzeti nakon toalete usne Supljine, 3

do 5 ml dubokog iskasljaja u sterilnu posudicu s poklopcem. Nepravilan uzorak odnosno slina
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daje lazno negativne rezultate unato¢ mogucnosti da ispitanik ima bacile u sputumu. Jedan od
naj¢es$¢ih uzroka lazno negativnih nalaza je neadekvatan uzorak. Potrebno je prije obrade,
makroskopski ili mikroskopski ocijeniti uzorak te u slucaju neadekvatno uzetog uzorka
odnosno sline, odbaciti uzorak iz obrade. Prisutnost neutrofila u uzorku ukazuje na adekvatan
uzorak, dok skvamozne epitelne stanice ukazuju na slinu (21). Moguée je makroskopski
procijeniti uzorak jer je slina vodenastog izgleda, dok je sputum poput gnoja (22). Kod plué¢ne
tuberkuloze koja je najcesca potrebno je pregledati tri uzastopna uzorka prije pocetka terapije,
zatim nakon dva mjeseca terapije te na kraju terapije. Kod pacijenata koji nisu u moguénosti

dati iskasljaj, potrebna je indukcija inhalacijom hipertoni¢ne otopine natrijeva klorida.

Druga po ucestalosti je tuberkuloza mokraénog sustava i preporuca se pregledati pet do deset
uzoraka urina. Aspirat bronha, bronhoalveolarni aspirat, preporuca se cijeli uzorak sa §to
manje anestetika jer moze sprijeciti rast bacila. Primarno sterilni uzorci preporucaju se uzeti u
sterilnim uvjetima u §to ve¢im koli¢inama te se prave direktni razmazi bez prethodne obrade i
koncentracije bacila centrifugiranjem Sto ima za posljedicu vrlo mali broj bacila te tesko
postavljanje dijagnoze. Zeludani lavat uzima se kod djece aspiracijom 50 ml Zeluéanog

sadrzaja rano u jutro te se neutralizira s NaH2PO4 (9).

Uzorke je potrebno dobro upakirati te sprijeciti izlijevanje i kontaminaciju tijekom
transporta. Uzorci moraju biti obiljezeni, popraceni uputnicom te dostavljeni u laboratorij u

24 sata. U suprotnom se uzorci ¢uvaju na +4°C(9).

Primarno sterilni uzorci se zasijavaju direktno na hranjive podloge bez obrade, dok uzorci
poput iskasljaja, lavata Zeluca, brisa larinksa te urina sadrzavaju popratne bakterije i gljive te
prije zasijavanja na hranjive podloge potrebno ih je obraditi radi dekontaminacije i

likvefakcije.

Za dekontaminaciju se koristi NALC-NaOH, kombinacija mukolitika n-acetyl-L-cisteina i
NaOH je najucinkovitija. Uzorci se oslobadaju mikroorganizama normalne i prolazne flore
koji se nalaze u stanicama i detritusu. Postupak dekontaminacije traje 20 minuta i
prezivljavaju ga samo alkoholo-acidorezistentne bakterije. Likvefakcijom, dodatkom 40 ml
fosfatnog pufera i laganim mijeSanjem uzorka se pospjeSuje izlazak bacila iz stanice i prekida
se proces neutralizacije. Sljede¢i korak je koncentriranje bacila centrifugiranjem kojim se
povecava moguénost izolacije i malog broja bacila. Uzorak se centrifugira 20 min/3000
okretaja u minuti. Iako su postupci obrade blagi, obradu prezivi oko 20 % ukupne populacije

bacila iz uzorka (19). Kvaliteta procesa dekontaminacije prati se brojem kontaminiranih

6
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kultura. 2 - 5 % kontaminiranih kultura ukazuje na pravilnu dekontaminaciju, manje od 2 %
kontaminacija ukazuje na preagresivnu dekontaminaciju, dok vise od 5 % kontaminacija

govori o nedovoljnoj dekontaminaciji (15).

Supernatant se odbacuje, a iz sedimenta se pravi razmaz povrsSine 1 - 2 cm jer veca povrsina
smanjuje efikasnost mikroskopiranja. Preostali dio sedimenta se resuspendira s 1,5 ml
fosfatnog pufera i zasijava prema protokolu kultivacije M. tuberculosisa na najmanje jedno
kruto hraniliste (Lowenstein-Jensenn ili Middlebrook) te u tekuce hraniliste (MGIT —

mycobacteria growth indicator tube, BD Diagnostics) (15).

1.5.2. Kultivacija

Samo se kultivacijom mogu otkriti mikroskopski negativne tuberkuloze te razlikovati M.
tuberculosis od netuberkulozninih  mikobakterija (NTM) i ispitati osjetljivost na
antituberkulotike. Kultivacijom se moze detektirati oko 10 i vise bacila u 1 ml uzorka te je

zlatni standard u dijagnostici mikobakterija.

Za kultivaciju M. tuberculosisa na ¢vrstim podlogama najc¢esce se koristi Lowenstein-Jensenn
podloga koja sadrzi jaja, glicerol, krumpirovo bra$no za rast mikobakterija te malahnitno
zelenilo kao inhibitor gram pozitivnih bakterija. Zasijane podloge se inkubiraju u aerobnim
uvjetima na 35 - 37°C, Sest tjedana te nakon toga se izdaje negativan nalaz. Ovisno o broju
bacila u klinickom uzorku, prosje¢no javljanje pozitivnih nalaza na krutim podlogama je 16 -
29 dana (19). Tekuée hraniliste MGIT-a (mycobacteria growth indicator tube, BD
Diagnostics) omogucuje brzu kultivaciju i osjetljivost koja je 10 % veca, nego na krutim
podlogama. Epruveta MGIT-a s indikatorom rasta sadrzi 4 ml modificirane baze Middlebrook
7H9 bujon (17).

1.5.3. Identifikacija poraslog soja

U poraslom je soju potrebno identificirati vrstu iz roda Mycrobacteriuma. M. tuberculosis se
razlikuje od drugih vrsta mikobakterija, mikroskopski pokazuju svojstva acidoalkoholne

rezistentnosti pa su vidljivi crveni Stapi¢i kod bojanja po Ziehl-Neelsenu, a kod bojanja
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auraminom Zuto-narancasti fluorescentni Stapic¢i. Makroskopski, kolonije su svjetlo zute boje,
suhe, hrapave, izdignutih i nepravilnih rubova te karakteristicnog izgleda cvjetae na
Lowenstein-Jensenn podlozi, rastu nakon inkubacije 3 - 6 tjedana na temperaturi 35 - 37°C
(19).

Od biokemijskih testova koristi se niacinski test koji je za M. tuberculosis pozitivan te
reakcija katalaze koja je takoder pozitivna. Biokemijski testovi su dugo vremena bili jedini
nacin identifikacije vrste, a u novije vrijeme zamjenjuju ih molekularne metode. Sve se vise
koristi brza dijagnostika tuberkuloze koja se temelji na amplifikaciji nukleinskih kiselina
MTB-a direktno iz klini¢kog uzorka. Metode su osjetljive i visoko specifi¢éne za MTB, ali ne
zamjenjuju mikroskopiju, kultivaciju i klini¢ku prosudbu. Od novih molekularnih metoda, test
Xpert MTB/RIF od Cepheida, kojim se moze detektirati MTB u dva sata s ve¢om tocnoscu
detekcije MTB-a za 45 % od mikroskopije te detektirati rezistenciju na rifampicin (RIF).
Svjetska zdravstvena organizacija (SZO) preporuca tu metodu kod HIV pozitivnih osoba i

kod osoba s visokim rizikom za multirezistentnu tuberkulozu (MDR-TB) (20).

1.5.4. Test osjetljivosti na antituberkulotske lijekove

Posljednji korak u dijagnostici tuberkuloze je ispitivanje osjetljivosti na antituberkulotike.
NajceS¢e koriStena metoda za odredivanje osjetljivosti na antituberkulotike (ATL) je
proporcija po Canettiju na krutoj podlozi Lowenstein-Jensenn. Usporeduje se porast MTB-a
izmedu podloge u koju je dodan ATL i podloge u kojoj nema ATL. Nakon 4 tjedna inkubacije
broje se kolonije na kontrolama i na podlogama s odredenim kriticnim koncentracijama
antituberkulotika te se odreduje njihova proporcija. Soj se smatra rezistentnim ako je
proporcija rezistentnih bacila u ispitivanom soju jednaka ili iznad kriti¢ne proporcije od 1 % .
Potrebno je mjesec dana za rast mikobakterija na krutim podlogama, $to je nedostatak ove
metode (18). Danas se koriste tekuce podloge u automatiziranim sistemima kao standard za
ispitivanje osjetljivosti MTB, vrijeme potrebno za izvedbu testa je 2 tjedna. Ukoliko se otkrije

rezistencija, potvrda se radi molekularnim testovima (19).



2. Ciljevi rada

2. CILJEVI RADA

Ciljevi rada bili su:

1. Utvrditi udio direktno mikroskopski pozitivnih uzoraka na MTB obradenih na Odjelu za
klinicku mikrobiologiju Opce zupanijske bolnice Pozega tijekom 2014. godine radi

mikrobioloske obrade na tuberkulozu,

2. Utvrditi udio uzoraka kod kojih je detektirana pozitivna kultura na krutim i tekuc¢im
podlogama u ukupnom broju obradenih uzoraka u promatranom razdoblju te u odnosu na udio

direktno mikroskopski pozitivnih uzoraka,

3. Definirati moguc¢nosti metode direktne mikroskopije u procjeni kvalitete uzoraka prispjelih

u laboratorij radi mikrobioloske obrade na tuberkulozu,

4. Procijeniti znac¢aj metode direktne mikroskopije u mikrobioloskoj dijagnostici tuberkuloze.
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3. ISPITANICI | METODE

3.1. Ustroj studije

Ovo retrospektivno istrazivanje izradeno je na Odjela za kliniCku mikrobiologiju Opce
zupanijske bolnice Pozega tijekom svibnja i lipnja 2015. godine. Podatci o ispitanicima,
materijalima i rezultatima testiranja dobiveni su iz baze podataka Odjela za klinicku

mikrobiologiju OZB Pozega

3.2. Ispitanici

Istrazivanjem su obuhvaceni svi klini¢ki uzorci ispitanika koji su analizirani na tuberkulozu u
Odjelu za klini¢ku mikrobiologiju OZB Pozega od 1. sije¢nja 2014. godine do 31. prosinca
2014. godine. Ispitanici ¢iji su klini¢ki uzorci ukljuceni u analizu u navedenom periodu, nisu
aktivno sudjelovali u ovom istrazivanju kao ispitanici te je tajnost njihovih podataka bila u

potpunosti zasti¢ena.

3.3. Metode

3.3.1. Direktna mikroskopija

U rutinskom radu u Odjelu za kliniku mikrobiologiju OZB Pozega za bojanje razmaza
klini¢kih uzoraka za direktnu mikroskopiju zbog sposobnosti mikobakterija da zadrZavaju
primarnu boju nakon odbojavanja kiselim alkoholom koristi se acidorezistentno bojanje.
Najstarija metoda acidorezistentnog bojanja je metoda po Z-N-u (Ziehlu-Neelsenu) koja je u
novije vrijeme zamijenjena metodom bojanja fluorescentnom bojom auraminom O.
Mikroskopiranje preparata iz uzoraka obojenih po Z-N-u (Ziehlu-Neelsenu) ili
fluorescentnom bojom auraminom jos su uvijek jedna od brzih metoda u dijagnostici

tuberkuloze. U direktnoj mikroskopskoj pretrazi uzoraka koriste se tehnike detekcije
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3. Ispitanici i metode

svjetlosnim (bojanje po Ziehl-Neelsenu) i fluorescentnim mikroskopom (bojanje auraminom).
metode (15).

Postupak bojanja po Ziehlu-Neelsenu

e Osuseni i fiksirani preparat preliti bojom karbol fuksin, lagano zagrijavati plamenikom
do pojave pare,

¢ Nakon hladenja postupak se ponavlja tri puta,

Isprati vodom,

Odbojavati 3 % kiselim alkoholom 2 minute,

Isprati vodom,

Preparat preliti bojom metilenskim plavilom ili brilijant zelenilom 2 minute,

e Isprati vodom i osusiti.

Postupak bojanja auraminom

e Osuseni i fiksirani preparat preliti otopinom auramina 25 minuta,

Isprati vodom,

Odbojavati 0,5 % zasic¢enim kiselim alkoholom 2 minute,

Isprati vodom,

Preliti kalij permanganatom 4 minute,
e Preliti metilenskim plavilom,

e Isprati vodom i susiti na zraku.

U Odjelu za klinicku mikrobiologiju OZB PoZega se prema preporukama CDC-a,
mikroskopiraju 3 horizontalne paralele i 9 okomitih linija preparata, ukupno 300 vidnih polja.
Uzorak se proglasava negativnim nakon 15 minuta mikroskopiranja (15). KoriStenje
standardiziranih metoda omogucit ¢e kod oboljelih osoba koje izluCuju vise od 10 000 bacila

u 1 ml iskas$ljaja da direktni mikroskopski preparat bude pozitivan (4, 5, 13).
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3. Ispitanici i metode

Direktni preparati obojeni metodom po Ziehl-Neelsenu mikroskopiraju se svjetlosnim
mikroskopom, imerzijskim objektivom 100 x za koje je potrebno imerzijsko ulje i ukupno
povecanje slike je 1000 x. Pronalazak crvenih, lagano savijenih Stapicastih bakterija na plavoj
podlozi ukazuje na prisutnost mikobakterija u uzorku. Nalaz se izdaje kao negativan ako u
razmazu nisu nadeni acidorezistentni bacili te je potrebno ponoviti uzorak ako su nadena 1 - 2
ARB-a u cijelom razmazu. Pronalaskom 1 - 9 ARB-a na 100 polja, rezultat je pozitivan 1+,
pronalaskom 1 - 9 ARB-a na 50 polja, rezultat je pozitivan 2+, a pronalaskom 1 - 9 ARB-a u
jednom polju, pozitivan je 3+ te ako ima vise od 9 ARB-a u jednom polju, izdaje se kao
pozitivan 4+ (15) (Tablica 1).

Direktni preparati obojeni bojom auramin O mikroskopiraju se fluorescentnim mikroskopom,
25 x ili 40 x objektivom i ukupno povecanje slike je 250 x ili 450 x. Auramin O je
fluorokromna boja koja fluorescira Zzuto-narancasto. Pronalazak fluoresciraju¢e Zzuto-
narancastih $tapic¢a na crnoj pozadini ukazuje na prisutnost mikobakterija u uzorku. Rezultat
je negativan ako nisu nadeni ARB-0Vi u razmazu te se ponavlja ako su pronadena 1 - 2 ARB-
a u cijelom razmazu. 1 - 2 ARB-a na 50 polja interpretiraju se kao pozitivan 1+, 2 - 18 ARB-a
2+, 4 - 36 ARB-a u jednom polju 3+ i vise od 36 ARB u jednom polju 4+ (15) (Tablica 1).
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Tablica 1. Interpretacija acidorezistentnih razmaza

3. Ispitanici i metode

Ziehl-Neelsen Auramin Interpretacija
0 0 negativan uzorak
1 - 2/300 polja 1-2/70 polja ponoviti uzorak
1-9/100 polja 1 - 2/50 polja 1+
1-9/50 polja 2 - 18/50 polja 2+
1 - 9/polju 4 - 36/polju 3+
> 9/polju > 36/polju 4+

3.4. Statisticka obrada

Svi prikupljeni kategoricki podatci predstavljeni su apsolutnim i relativnim frekvencijama.

Rezultati su prezentirani graficki ili tabliéno. Za usporedbu kategorickih podataka u

skupinama i izmedu njih koristen je Hi-kvadrat test, a po potrebi Fisherov egzaktni test.

Statisticka analiza ucinjena je programskim sustavom MedCalc (in¢ica 14.12.0, MedCalc

Software), uz odabranu razinu zna¢ajnosti od a = 0,05.
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4. Rezultati

4. REZULTATI

Istrazivanje je provedeno u jednogodisnjem razdoblju, od 1. sijeénja do 31. prosinca 2014.
godine, u Odjelu za klini¢ku mikrobiologiju OZB PoZega. Analizirani su svi uzorci obradeni

na mikrobiolosku dijagnostiku tuberkuloze.

4.1. Zbirni podatci

U istrazivanje je bilo uklju¢eno 179 ispitanika koji su bili upuéeni na bakteriolosku
dijagnostiku tuberkuloze, njih 97 (54,2 %) bili su muskog spola, a 82 (45,8 %) Zenskog spola.
Podjednako je bilo pripadnika oba spola (Fisherov egzaktni test; p > 0,460) (Tablica 2).

Tablica 2. Raspodjela ispitanika prema spolu

Ukupan broj Zene Muskarci

0,460

Ukupan broj ispitanika 179 82 (45,8 %) 97(54,2 %)

Ispitanici su bili raznih dobnih skupina. Pet (2,8 %) osoba je bilo mlade od 17 godina, jedan
(0,6 %) ispitanik bio je u skupini 18 - 29 g., 32 (17,9 %) ispitanika u skupini 30 - 49 g., 66 (
36,9 %) ispitanika u skupini 50 - 64 g. te najvise ispitanika, njih 75 (41,9 %) bilo je starije od
65 g (Slika 2).
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Slika 2. Dobna raspodjela ispitanika

Obradeno je 1 analizirano 667 razli¢itih klinickih uzoraka upucenih na bakteriolosku
dijagnostiku tuberkuloze. Najveci je broj bio sputuma, koji je iznosio 573 (85,9 %);
bronhoskopskih uzoraka bilo je 36 (5,39 %); obradeno je i 15 pleuralnih punktata ( 2,25%); 1
uzorak tkiva (0,15% ) i 42 uzorka urina (6,3% ) (Slika 3).

Raspodjela uzoraka
15_ 1

M Sputum

W Urin

m Bronhoskopski uzorci
M Pleuralni punktati

m Tkivo

Slika 3. Raspodjela prema vrsti klini¢kih uzorak za bakteriolosku dijagnostiku tuberkuloze
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4. Rezultati

Nadena je znacajna razlika izmedu broja klini¢kih uzoraka s obzirom na uputnu dijagnozu.
Uputna dijagnoza plu¢ne tuberkuloze je znacajno ¢eS¢a u odnosu na dijagnozu nepluéne
tuberkuloze (Fisherov egzaktni test; p < 0,001) (Slika 4). Upuceno je cak 624 (93,6 %)
uzoraka za dokazivanje pluéne tuberkuloze, te 43 (6,4 %) za dokazivanje nepluéne

tuberkuloze.

700

624

600 -

500 -

400 -

300 -

200 -

100 -

43

| S

Plu¢ne TB Neplu¢ne TB

* Fisherov egzaktni test; p < 0,001

Slika 4. Raspodjela uzoraka za dokazivanje plu¢nih i nepluénih tuberkuloza

4.2. Rezultati direktne mikroskopske pretrage i kultivacije

Istrazivanje je pokazalo kako nije postojala statisticki znacajna razlika izmedu dokazivanja
MTB direktnom mikroskopskom pretragom i kultivacijom (Fisherov egzaktni test; p > 0,647)
(Tablici 3). MTB je mikroskopskom pretragom dokazan u 46 (7,36 %) uzoraka, a
kultivacijom u 42 (6,3 %) uzorka.
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4. Rezultati

Tablica 3. Rezultati bakterioloske dijagnostike tuberkuloze direktnom mikroskopskom

pretragom i kultivacijom

Mikroskopska pretraga Kultivacija p*
Pozitivna Pozitivna
Ukupno N N
Godina | uzoraka N % N 0% | >0.647
2014, 667 625 46 7,36 667 42 6,3

*Fisherov egzaktni test

Nije postojala statisti¢ki znacajna razlika u dokazivanju uzro¢nika mikroskopskom pretragom

sputuma ili drugih klinickih uzoraka kao ni medu dokazivanjem MTB kultivacijom sputuma

ili drugih klinickih uzoraka (Fisherov egzaktni test; p < 0,950) (Tablica 4). Od 46 (7,36 %)

mikroskopski pozitivnih klinickih uzoraka u promatranom razdoblju, bilo je 45 (7,9 %)

uzoraka sputuma te 1 (2,8 %) bronhoskopski uzorak. Pozitivnih kultivacija bilo je 42 (6,3 %),

od cega 41 (6,15 %) sputum te 1 (2,8 %) bronhoskopski uzorak.

Tablica 4. Rezultati direktne mikroskopske pretrage i kultivacije prema klinickim uzorcima

Pozitivna

Broj mikroskopija Pozitivna
. kultivacija
Vrsta uzorka Ukupno | mikrosko .
uzoraka | _pjranih _ P
uzoraka | BTroj % Broj %
7 7 45(4 7 41(48,7 7,1
Sputum 573 573 5(48,9) ,90 (48,7) : <0.950
Urin 42 0 0(0,0) 0 0(0,0) 0
Bronhoskopski 36 36 111 | 28 | 1(13) 2,80
uzorci
Pleuralni
ounkiat 15 15 0(0,0) 0 0(0,0) 0
Tkivo 1 1 0(0,0) 0 0(0,0) 0

*Fisherov egzaktni test
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4. Rezultati

Nije nadena znacajna razlika u rezultatima bakterioloske dijagnostike tuberkuloze s obzirom

na spol ispitanika (Fisherov egzaktni test; p = 0,786). Pri usporedbi rezultata u bakterioloskoj

dijagnostici i muski i zenski ispitanici podjednako su raspodijeljeni po svim kategorijama
(Tablica 5). Od 14 pozitivnih ispitanika njih 6 (42,9 %) bile su Zene, a nesto vise njih 8 (57,1

%) su bili muskarci.

Tablica 5. Rezultati bakterioloske dijagnostike tuberkuloze i spolna raspodjela ispitanika

Ukupan broj Zene Muskarci P
Ukupan broj ispitanika 179 82 (45,8 %) 97 (54,2 %) 0,786
Negativni ispitanici 165 76 (46 %) 89 (54 %)
Pozitivni ispitanici 14 6 (42,9 %) 8 (57,1 %)
Pozitivna mikroskopija 13 6 (46,2 %) 7 (53,8 %)
Pozitivna kultivacija 11 5 (62,5 %) 6 (37,5 %)

*Fisherov egzaktni test
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4. Rezultati

Istrazivanje je pokazalo da je MTB dokazan ¢es¢e u uzorcima muskarac nego zene, no nije
statisticki znacajno, a prosjecna dob ispitanika s pozitivnim nalazom bila je 62,3+9,3 godine

(Tablica 6).

Tablica 6. Prosje¢na dob ispitanika s MTB prema njihovom spolu

Spol N Min Max X SD
Musko 8 46,0 65,0 55,4 6,2
Zensko 6 57,0 87,0 69,3 12,4
Ukupno 14 46,0 87,0 62,3 9,3

Svi pozitivni uzorci javljaju se u razdoblju od velja¢e do srpnja, njih 46. Istrazivanje je
pokazalo kako nije bilo statisticki znacajne razlike po mjesecima (Fisherov egzaktni test;p=
0,885). Medutim dobivena je znacajna razlika prema mjesecima vezano uz broj zaprimljenih
uzoraka, najvise uzoraka bilo je zaprimljeno u studenome, a najmanje u srpnju (Hi-kvadrat
test;p<0,001) (Tablica 7). Usporedbom negativnih uzoraka po mjesecima takoder je dobivena
znacajna razlika (p<0,001; Hi-kvadrat test), najviSe ih je takoder u studenome, a najmanje u

travnju (Tablica 6).
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4. Rezultati

Tablica 7. Distribucija zaprimljenih uzoraka za obradu u mikrobioloskom laboratoriju po

mjesecima iz 2014. godine u Odjelu za klini¢ku mikrobiologiju OZB Pozega

Ukupan
SijeCanj | Veljaca | Ozujak | Travanj | Svibanj | Lipanj | Srpanj | Kolovoz | Rujan Listopad | Studeni | Prosinac | broj

Broj uzoraka 72 83 57 34 45 47 35 39 47 44 108 56 667
Broj
negativnih
uzoraka 72 76 49 25 34 39 32 39 47 44 108 56 653
Mikroskopija
pozitivna 00 7 8 9 11 8 3 00 00 00 00 00 46
Kultivacija
pozitivna 00 8 6 9 10 7 2 00 00 00 00 00 42

Nadena je statisticki znacajna razlika izmedu ucestalosti pozitivnih uzoraka mikroskopskom

pretragom te pozitivnih uzoraka kultivacijom ovisno o sezoni, raspodijeljenih po mjesecima.

Pozitivna je mikroskopija najzastupljenija u svibnju (Fisherov egzaktni test; p < 0,001), dok je

pozitivna kultivacija najvise izrazito zastupljena od ozujka do lipnja (Fisherov egzaktni test; p

= 0,004) kao $to je prikazano na Slici 5.

12 11

10
10

99

00 00 00 00
0 T T T T T T T T T

00

00

B Mikroskopija pozitivna Kultivacija pozitivna

Sije¢anj Veljata OZujak Travanj Svibanj Lipanj Srpanj Kolovoz Rujan Listopad Studeni Prosinac

Slika 5. Ucestalost pozitivnih mikroskopija i pozitivnih kultura
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5. RASPRAVA

Tuberkuloza je zarazna bolest, jedna je od vodecih pojedina¢nih uzroka smrti od zaraznih
bolesti. Rano postavljanje dijagnoze i uvodenje terapije omogucuje lijeCenje pojedinca i
sprjecavanje Sirenja infekcije u drustvenoj zajednici. Direktna mikroskopska pretraga kao

najbrza konvencionalna metoda od velikog je epidemioloskog i dijagnostickog znacaja.

U istrazivanju su obradeni podatci dobiveni mikrobioloskom dijagnostikom klini¢kih uzoraka
na tuberkulozu u Odjelu za klinicku mikrobiologiju Opc¢e Zupanijske bolnice Pozega od 1.

sijenja do 31. prosinca 2014. godine.

Od ukupno 179 ispitanika koji su upuceni na bakteriolosku dijagnostiku tuberkuloze u 2014.
g. u Odjel za klinicku mikrobiologiju OZB Pozega, njih 54,2 % (97/179) bili su muskog
spola, a 45,8 % (82/179) bilo je zenskog spola. Podjednako je bilo pripadnika obaju spolova.

Ispitanici su bili raznih dobnih skupina, a najbrojnija je skupina starijih od 65 godina.

U promatranom razdoblju obradeno je i analizirano 667 razlicitih klini¢kih uzoraka upucenih
na bakteriolosku dijagnostiku tuberkuloze. Najveci je broj bio sputuma, koji je iznosio 573
(85,9 %); bronhoskopskih uzoraka bilo je 36 (5,39 %); obradeno je i 15 pleuralnih punktata (
2,25%); 1 uzorak tkiva (0,15% ) i42 uzorka urina (6,3% ).

Uputna dijagnoza plu¢ne tuberkuloze je znacajno €eS¢a u odnosu na dijagnozu neplu¢ne
tuberkuloze. Upuceno je ¢ak 624 (93,6 %) uzoraka za dokazivanje plu¢ne tuberkuloze, te 43

(6,4 %) za dokazivanje neplu¢ne tuberkuloze.

Prema rezultatima mikrobioloskih metoda za detekciju M. tuberculosisa u klini¢kim uzorcima
direktne mikroskopske pretrage i Kkultivacije, istrazivanje je pokazalo kako nije postojala
statisticki znacajna razlika medu pozitivnim mikroskopskim pretragama i pozitivnim
kultivacijama. MTB je mikroskopskom pretragom dokazan u 46 (7,36 %) uzoraka, a
kultivacijom u 42 (6,3 %) uzorka. Klini¢ki uzorci urina se ne mikroskopiraju, tako da je

stvarni udio mikroskopski pozitivnih uzoraka 7,36 % (46/625).

Nije postojala statisti¢ki znacajna razlika u dokazivanju uzro¢nika mikroskopskom pretragom
sputuma ili drugih klini¢kih uzoraka kao ni medu dokazivanjem MTB kultivacijom sputuma

ili drugih klini¢kih uzoraka. Od 46 (7,36 %) mikroskopski pozitivnih klini¢kih uzoraka u
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promatranom razdoblju, bilo je 45 (7,9 %) uzoraka sputuma te 1 (2,8 %) bronhoskopski
uzorak. Pozitivnih kultivacija bilo je 42 (6,3 %), od ¢ega 41 (6,15 %) sputum te 1 (2,8 %)

bronhoskopski uzorak

Istrazivanje je pokazalo kako je bilo 7,8 % (14/179) pozitivnih ispitanika, 42,8 % (6/14) Zena
i 57,2 % (8/14) muskaraca. Muskarci ¢eS¢e obolijevaju od Zena, ali to nije statisti¢ki znac¢ajno

te je prosjecna dob pozitivnih ispitanika 62,3 £+ 9,3 godine.

Direktna mikroskopska pretraga bila je pozitivna kod 7,36 % (13/179) ispitanika, kod 46,2 %
zena 1 nesSto vise 53,8 % muskaraca. Kod 6,1 % (11/179) ispitanika kultivacija je bila
pozitivna, kod 45,5 % Zena i 54,5 % muskarca. Kod 72,7 % (8/11) ispitanika, 62 % Zena i 38
% muskaraca porastao je M. tuberculosis u kulturi, a netuberkulozne mikobakterije porasle su
u kulturi kod 27,3 % (3/11) ispitanika koji su bili muskog spola. Pri usporedbi rezultata u
bakterioloskoj dijagnostici 1 muski i zenski ispitanici podjednako su raspodijeljeni po svim

kategorijama.

Usporedujuci rezultate istrazivanja S rezultatima Nacionalnog referentnog laboratorija za
mikrobiolosku dijagnostiku tuberkuloze u Hrvatskom zavodu za javno zdravstvo, u Hrvatskoj
je u 2013. godini bilo 4,1 % pozitivnih mikroskopija i 4,4 % pozitivnih kultivacija $to je nize
u odnosu na rezultate dobivene u ovom istrazivanju, no nije nadena statisticki znacajna razlika
medu brojem mikroskopski pozitivnih uzoraka i medu brojem kultivacijom pozitivnih

uzoraka u ovim mjerenjima (24).

Gledajuéi ostale centre za dijagnostiku tuberkuloze u Hrvatskoj, u Bolnici za pluéne bolesti i
TBC Klenovnik bilo je najvise pozitivnih mikroskopija, ¢ak 16,1 % te 15,4 % pozitivnih
kultivacija §to je za ocekivati, zbog ciljane populacije koja se lije¢i od tuberkuloze u toj
bolnici. Slijedi Rijeka s 2,8 % pozitivnih mikroskopija i 4,3 % pozitivnih kultivacija, Osijek
1,6 % pozitivnih mikroskopija i 2,7 % pozitivnih kultivacija, a najnizu stopu prevalencije ima
Split s 1,2 % pozitivnih mikroskopija i 0,6 % pozitivnih kultivacija. Prema rezultatima
dobivenim u ovom istrazivanju, moze se zakljuciti da je prevalencija tuberkuloze u Pozesko-

slavonskoj zupaniji pri vrhu u Hrvatskoj (24).

Promatrajuéi ucestalost pozitivnih uzoraka po mjesecima u ovom istrazivanju, primjetno je da
se pozitivni uzorci javljaju u proljetnim i ljetnim mjesecima, od velja¢e do srpnja. U tom
razdoblju nalaze se svi pozitivni uzorci u toj godini, njih 46. Broj pozitivnih uzoraka je jednak

po mjesecima. Usporedbom broja obradenih uzoraka po mjesecima dobivena je znacajna
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razlika prema mjesecima, najviSse uzoraka bilo je u studenome, a najmanje u srpnju.
Usporedbom negativnih uzoraka po mjesecima takoder je dobivena znacajna razlika, najvise
ih je takoder u studenome, a najmanje u travnju. NMT je takoder rasporeden podjednako po
mjesecima. Analiziraju¢i ucestalost pozitivnih mikroskopija te pozitivnih kultura
raspodijeljenih po mjesecima, nadena je statisticki znacajna razlika. Pozitivna mikroskopija je
najzastupljenija u svibnju, dok je pozitivna kultivacija izrazito zastupljena od ozujka do

lipnja.

Promatrajuéi rezultate dobivene u Odjelu za klini¢ku mikrobiologiju OZB PoZega od 2010.
godine, kada je bilo 2,3 % pozitivnih mikroskopskih pretraga i 1,8 % pozitivnih kultivacija te
2013. godine kada je bilo 9,9 % pozitivnih mikroskopskih pretraga, a 7,9 % pozitivnih
kultivacija, biljezi se uzlazni trend. Medutim, kada usporedimo rezultate iz 2013. godine s
rezultatima iz 2014. godine s 7,36 % pozitivnih mikroskopskih pretraga i 6,3 % pozitivnih
kultura, biljezi se blagi silazni trend. Pokazalo se da je statisti¢ki znacajno odskakanje broja
uzoraka u 2010. godini, no nema znacajne razlike medu brojem pozitivnih bakterioloskih
nalaza ucinjenih mikroskopskim pretragama naspram pozitivnih bakterioloskih nalaza

dobivenih kultivacijom.

U vecini laboratorija postotak pozitivnih direktnih mikroskopskih pretraga nizi je u odnosu na
postotak pozitivnih kultivacija Sto u ovom istraZivanju nije slucaj. U dosadasnjim
istrazivanjima dokazana je specifi¢nost direktne mikroskopske pretrage 99 %, a osjetljivost je
25 - 75 % u odnosu na metodu kultivacije koja je zlatni standard u mikrobioloskoj

dijagnostici tuberkuloze.

Lazno pozitivni rezultati direktne mikroskopske pretrage zbog kojih se pacijenti nepotrebno
lijeCe uzrokovani su upotrebom stakalaca s ogrebotinama u kojima naslage boje izgledaju kao
ARB, prekomjerno zagrijavanje karbol fuksina koje osusi preparat i kristalizira boju koja
nalikuje na ARB te neodgovarajuée odbojavanje preparata alkoholom koje omogucuje
saprofitima zadrzavanje boje (15). Kod nekih pacijenata koji primaju antituberkulotsku
terapiju, moguce je imati pozitivan direktni razmaz i negativnu kultivaciju jer sadrzavaju
nezive bacile u respiratornom traktu koji ne mogu porasti u kulturu. Takoder parcijalno
acidorezistentne bakterije mogu dati pozitivan rezultat mikroskopskog preparata jer
zadrzavaju primarnu boju nakon odbojavanja slabim alkoholom te dokazano umanjuju

specifi¢nost direktne mikroskopske pretrage.
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Lazno negativni rezultati direktne mikroskopske pretrage imaju za posljedicu nelijecenje
oboljelog pacijenta te Sirenje bolesti. Najéesci uzroci su obrada neadekvatnog uzorka odnosno
sline i pripreme debelih razmaza koji se oljuste pri ispiranju destiliranom vodom te
prekovremeno koristenje kontrastnih boja koje mogu prikriti acidorezistentne bacile te ugasiti
fluorescenciju bacila u razmazu (15). Nedostatak direktne mikroskopske pretrage je takoder
nedovoljna osjetljivost jer je za pozitivnu mikroskopiju potrebna prisutnost vise od 10* bacila
u 1 mL uzorka $to ide u prilog veceg postotka pozitivnih kultivacija koje za porast trebaju

vrlo mali broj bacila, dokazano je da 10 i viSe bacila u uzorku daju pozitivnu kultivaciju.

U ovom istrazivanju broj pozitivnih direktnih mikroskopskih pretraga je veci u odnosu na broj
pozitivnih kultivacija ali nije statisticki znacajan, $to u vecini laboratorija nije sluc¢aj. Moze se
pretpostaviti da su posljedica niske osjetljivosti i specificnosti direktne mikroskopske
pretrage. Jedan od uzroka slabe osjetljivosti su rezultati koji su dobiveni obradom
neadekvatnih uzorka kao §to je slina. Direktnim mikroskopiranjem i uvidom u broj epitelnih
stanica i neutrofila moguce je procijeniti kvalitetu uzorka te eliminirati neadekvatne uzorke.
Medutim, u Odjelu za klini¢ku mikrobiologiju OZB PoZega obraduju se svi uzorci upuceni na
bakteriolosku dijagnostiku tuberkuloze bez prethodne makroskopske ili mikroskopske
procjene adekvatnosti uzorka. Istrazivanja 0 utjecaju kvalitetnog uzorka na rezultate direktne
mikroskopske pretrage pretpostavljaju da procjena adekvatnosti uzoraka prije obrade utjece
na poboljsanje rezultata direktne mikroskopske pretrage, medutim, potrebna su jo§ dodatna

istrazivanja kako bi se metode standardizirale.

Khan i suradnici su 2009. godine istrazivali u Pakistanu, u Federalnom Tb centru, utjecaj
kvalitete uzorka na rezultate direktne mikroskopske pretrage. Istrazivali su kvalitetu uzoraka
na temelju makroskopske i mikroskopske procjene. Iskusni tehnicari su vizualno odbacivali
slinu, uzorke vodenastog izgleda, a gnojne uzorke su  procijenili kao adekvatne.
Mikroskopska procjena se temeljila na broju prisutnih neutrofila i skvamoznih epitelnih
stanica (SEC) u razmazu uzorka obojenom po Z-N-u. Bilo je pet kriterija za mikroskopsku
procjenu adekvatnog uzorka: vise od jednog neutrofila u vidnom polju, vise od 25 neutrofila u
vidnom polju, manje od 25 SEC u vidnom polju, manje od 10 SEC te vise neutrofila od
skvamoznih epitelnih stanica u vidnom polju. Vizualnom je procjenom 16 % uzoraka
proglaseno neadekvatno i nakon direktne mikroskopije u 0,2 % uzoraka nadeni su ARB-ovi.
Kiriterij koji je podrazumijevao vise od jednog neutrofila u uzorku kao adekvatan, odbacio je
13 % uzoraka od kojih je 3 % bilo pozitivno nakon direktne mikroskopije. Ostali su kriteriji

dali porazavajuée rezultate §to opravdava tvrdnju da se SEC-ovi nalaze u gornjem diSnom
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sustavu i1 ukazuju na kontaminaciju uzorka sadrzajem iz usne Supljine. Istrazivanje je
dokazalo prednost vizualne u odnosu na mikroskopsku procjenu, kako zbog dobivenih
rezultata tako i zbog vremena potrebnoga za mikroskopiju. Medutim, istrazivanjem Se nije
uspjelo dokazati znaGajan utjecaj tih tehnika na povecéanje osjetljivosti tehnike direktne

mikroskopije, koja ima nisku osjetljivost kao nedostatak (22).

U Republici Kongo, u Mindouli, 2008. godine provedeno je istrazivanje tehnike izbjeljivanja
sedimenta te citoloske analize uzorka u odnosu na direktnu dijagnostiku u dijagnostici
tuberkuloze. Dio obradenog uzorka uzeli su za direktnu mikroskopsku pretragu, a dio
sedimenta su izbjeljivali 2,6 % klorom preko noci te preparat bojali po Z-N-u. Prihvatljivost
uzorka procjenjivali su mikroskopski, kriterij je bio vise od 10 neutrofila u vidnom polju za
adekvatan uzorak. Dokazali su da je kombinacija tih dviju tehnika dala znacajni porast
pozitivnih preparata za ¢ak 10,6 % u odnosu na rezultate dobivene direktnom mikroskopskom
pretragom. Medutim, potrebna su jo§ dodatna istrazivanja kako bi se ta metoda

implementirala u standardnu obradu uzoraka za dijagnostiku tuberkuloze (23).

24



6. Zakljucak

6. ZAKLJUCAK

Temeljem ovog istrazivanja moze se zakljuciti:

1. U Pozesko slavonskoj zupaniji u 2014. godini, od ukupno 179 ispitanika koji su upuceni na

bakteriolosku dijagnostiku tuberkuloze, bilo je 7,8 % (14/179) pozitivnho na MTB.

2. Direktna mikroskopska pretraga bila je pozitivna u 7,36 % (46/625) klini¢kih uzoraka §to je
viSe u odnosu na broj pozitivnih kultivacija kojih je bilo 6,3 % (42/667).

3. Direktnom mikroskopskom pretragom moguce je procijeniti kvalitetu uzoraka na temelju

neutrofila $to povecava specificnost i osjetljivost metode.

4. Tako je direktna mikroskopska pretraga znatno brza u odnosu na metodu kultivacije, zbog
poznate niske osjetljivosti i specificnosti mora je slijediti kultivacija, ali posebice stoga §to se
samo kultivacijom mogu razlikovati mikroskopski pozitivni uzorci M. tuberculosisa od NTM-
a. Takoder tako se mogu detektirati mikroskopski negativni bolesnici i stoga je zlatni standard
u mikrobioloskoj dijagnostici tuberkuloze i1 nadalje kultivacija. Direktna mikroskopska
pretraga moze dobro posluzi za preliminarnu dijagnostiku te je pomo¢, a ne zamjena metodi

kultivacije.
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7. SAZETAK

Pozadina istrazivanja: Jedan od najvecih globalnih zdravstvenih problema danasnjice jest
tuberkuloza koju uzrokuje Mycobacterium tuberculosis. Pretpostavlja se da je danas
uzro¢nikom tuberkuloze zarazen svaki tre¢i Covjeku u svijetu, a svaka nelijeCena osoba
oboljela od tuberkuloze zarazi 10 - 15 ljudi u svojoj okolini. Direktna mikroskopija kao
najbrza tehnike u mikrobioloskoj dijagnostici tuberkuloze je od velikog znacaja u dijagnostici,

lijecenju i sprjeCavanju Sirenja tuberkuloze.

Ciljevi istrazivanja: Utvrditi broj pozitivnih mikroskopija u odnosu na pozitivne kultivacije
te utvrditi znacaj direktne mikroskopije u mikrobioloskoj dijagnostici tuberkuloze i u procjeni

kvalitete uzorka.
Nacrt studije: Retrospektivno istrazivanje

Ispitanici i metode: U ovom retrospektivnom istrazivanju koriSteni su podatci iz arhive
Odjela za klinicku mikrobiologiju Opce zupanijske bolnice Pozega od 1. sije¢nja do 31.
prosinca 2014. godine. U istrazivanje je bilo ukljueno 179 ispitanika koji su upuceni na
bakteriolosku dijagnostiku tuberkuloze te je analizirano 667 klinickih uzoraka. Za
potvrdivanje prisutnosti infekcija tuberkuloze koriStene su konvencionalne metode direktne

mikroskopske pretrage i kultivacije.

Rezultati: Ucestalost infekcije tuberkuloze na podruc¢ju Pozesko-slavonske Zupanije iznosila
je 7,8 %. Utvrdeno je 7,36 % pozitivnih direktnih mikroskopija te nesto manje, 6,3 %
pozitivnih kultivacija u 667 obradenih klini¢kih uzoraka. Istrazivanje je pokazalo kako je

infekcija ¢eS¢a kod muskaraca nego kod Zena.

Zakljucak: Utvrdeni udio pozitivnih direktnih mikroskopija u istrazivanom podrucju je medu
viSima u Republici Hrvatskoj. Dokazan je ve¢i udio pozitivnih mikroskopskih pretraga u
odnosu na pozitivne kultivacije S§to nije slucaj u ostalim centrima za mikrobiolosku
dijagnostiku tuberkuloze. Provedenim istrazivanjem moze se zakljuciti da je metoda direktne
mikroskopske pretrage moze dobro posluziti za preliminarnu dijagnostiku te je pomoc, a ne
zamjena metodi kultivacije koja je trenutno i zasluzeno zlatni standard u mikrobioloskoj

dijagnostici TB-a.
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Kljuéne rijeci: Mycobacterium tuberculosis; dijagnostika tuberkuloza; direktna

mikroskopija; kultivacija; znacaj.
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8. SUMMARY

The role of direct microscopy in diagnosis of tuberculosis

Research history: One of the biggest global problems of the modern world is tuberculosis
caused by Mycobacterium tuberculosis. It is assumed that one in three people is infected with
Mycobacterium tuberculosis, and every untreated person infects 10 — 15 people around them.
Direct microscopic method, which is the fastest and the most effective technique in
microbiology in detecting tuberculosis, presents high importance in treatment and prevention
of tuberculosis.

Objectives: To determine the number of positive microscopic methods in relation to positive
cultures; to determine the significance of the direct microscopic method in microbiologic

diagnostics of tuberculosis as well as the sample quality assessment
Research outline: Retrospective research

Participants and methods: This retrospective study included archived data of the
Department of Clinical Microbiology of General County Hospital Pozega between 1% January
and 31 December 2014. The research included 179 participants referred to bacteriological
analysis for tuberculosis and 667 clinical samples. This research used conventional methods

such as the direct microscopic method and cultivation.

Results: The frequency of tuberculosis infection in Pozega-Slavonia County is 7.8%. There
were 7.36% of positive direct microscopies and 6.3% of positive cultivations in 667 samples.

The research showed that men are more often infected than women.

Conclusion: The number of identified positive microscopies in the researched area is among
higher in Croatia. There are more positive microscopies than positive cultivations, which is
not the case in other microbiologic centers for detecting tuberculosis. This research shows that
the direct microscopic method is help, and not substitution for cultivation, which is still the

golden standard in microbiologic detecting of TBC.
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Key words: Mycobacterium tuberculosis; tuberculosis diagnostics; direct microscopic

method; cultivation; significance.

29



9. Literatura

. LITERATURA
. Gandadharam PRJ i Jenkins PA. Mycobacteria: Basic Aspects.
Chapmanand Hall, New York, 1997.

. World Health Organisation. Global tuberculosis control. WHO report
2013. WHO/HTM/TB/2013.11. Geneva, WHO, 2013.

. Hrvatski zdravstveno-statisticki ljetopis za 2012. godinu. Hrvatski
zavod za javno zdravstvo, Zagreb, 2013.

. Kalini¢ S,Mlinari¢-Missoni E.Medicinska mikrobiologija i bakteriologija, 2.izdanje,
Zagreb, Merkur A.B.D. 2005, 303-313

. Mlinari¢ Galinovi¢ G, Ramljak Seso M, i suradnici, Specijalna medicinska mikrobiologija
i parazitologija, Zagreb, Merkur A:B:D:2003:157-162

. JurCevié-Savicevi¢ A, Katalini¢-Jankovi¢ V, Gjenero-Margan I, i suradnici
Epidemiological patterns of Tuberculosisin Croatia in the Period 1996-2005. Coll Antropol
2011;2:523-8

. World Health Organisation.Global tuberculosis control. 2011. Geneva: Word Health
Organization; 2011.

. Rieder HL. Epidemiologic basis of tuberculosis control. Paris; IUATLD; 1999.

. Ministarstvo zdravlja i socijalne skrbi Republike Hrvatske i Hrvatski zavod za javno

zdravstvo; Naputak za suzbijanje i sprecavanje tuberkuloze. Zagreb; 2010.

10. Agrons GA, Markowitz RI, Kramer SS. Pulmonary tuberculosis in

children. Semin Roentgenol 1993;28:158-72.

11. Raviglione MC, o Brien RJ. Tuberculosis. U: Kasper DL, Fauci AS, Longo DL,

Braunwald E, Hauser SL, Harrison s principles of internal medicine. 16. Izdanje, New
York: McGray-Hill; 2005, str. 593-65.

12. Lonnroth K, castroKG, ChakayaJM, i sur Tuberculosis control and elimination 2010-50:

cure, care, and social development. Lancet 2010;375:1814-29

29



9. Literatura

13. Sneath HA, Mair NS, Sharpe ME, Holt JG Genus Mycobacterium Lehmannand Neumann
1896. In P.H.A. Sneath(ed): Bergeysmanuel of systematic bacteriology. The Wiliams and
Wilkins Co, Baltimore, 1986;1436-57.

14. Kolari¢ V, Juri¢evski 1. Multirezistentna tuberkuloza.U:Popovi-GrleS.ur. Tuberkuloza-
ponovni izazov na pocetku tre¢eg tisu¢ljeca, Zagreb:Klinika za plu¢ne bolesti
,Jordanovac®, Ministarstvo zdravstva Republike Hrvatske, Institut Otvoreno drustvo

Hrvatska; 2004.

15. Mahon CR, Lehman DC,Manuselis G. Textbook of diagnostic microbiology. 4. Izdanje,
Missouri: Sanders; 2011: 132,576-600

16. Kent PT, Kubica GP: Publichealthmycobacteriology: aguide for thelevel 111 laboratory,
Atlanta, 1985, U.S. Department of Health and Human Service, Public Health Service,

Centers for DiseaseControl.

17. World Health Organization. Use ofLiquid TB Cultureand Drug Susceptibility Testing
(DST) in Low and Medium Income Settings. Summary report of the Expert Group
Meeting, Geneva, WHO,2007.

18. Canetti G, Froman S, Grosset J i sur. Mycobacteria: laboratorymethods for testing drug
sensitivity and resistance. Bull WHO1963; 29: 565-78.

19. Kalini¢ S i suradnici. Medicinska mikrobiologija. Zagreb: Medicinska naklada, 2013;160-
170

20. Rapid implementation of Xpert MTB/RIF diagnostic test: tehnical and operational
,HOW-to*; practical considerations. Geneva: World Health Organization, 2011; Dostupno
na adresi: http://wkglibdoc.who.int/publications/2011/9789241501569

21. Banu S, Hossain S, Uddin M i sur.
Comparisonofmacroscopicandmicroscopicassessmentofspecimenscollected for the
diagnosis of tuberculosis. The Open Infectious Disease Journal, 2012;6.1-4

22. Khan MS, Dar O, Tahseen S. i sur. Judgin grespiratory specimen acceptability for AFB
microscopy: visual vs. Microscopic screening. Tropical Medicine and International Health.
2009; 571-575.

30


http://wkqlibdoc.who.int/publications/2011/9789241501569

9. Literatura

23. Hepple P, Nquele P i sur. Direct microscopy versus sputum cytology analysis and bleach
sendimentation for diagnosis of tuberculosis. BMC Infectious Disease. 2010, 10:276

24. Hrvatski zdravstveno-statisticki ljetopis za 2013. godinu. Hrvatski

zavod za javno zdravstvo, Zagreb, 2014.

31



10. Zivotopis

10. ZIVOTOPIS

Op¢i podatci:

e Ime i prezime: Ljubica Farkas
e Datum i mjesto rodenja: 17. listopada 1972. godine u Pozegi
e Adresa stanovanja: V. Lisinskog 14, 34 000 Pozega

e Telefon: +385 (98) 777 818
e E-mail: ljubica.farkas@po.t-com.hr

Obrazovanje:

¢ Osnovna $kola ,,Josip Kolumbo*, Kutjevo, 1983. - 1987. g.

e Medicinska Skola Ruder Boskovi¢, Osijek, 1987. - 1991. g.

e Medicinski fakultet u Osijeku, Sveucilisni preddiplomski studij biomedicinsko
laboratorijskih tehnologija, 2010. - 2013. g.

e Medicinski fakultet u Osijeku, Sveucilisni diplomski studij medicinsko laboratorijske
dijagnostike, 2013. - 2015. g.

Radno iskustvo:

e Opc¢a Zupanijska bolnica PoZega, Odjel za klinicku mikrobiologiju i parazitologiju,

1995.-

e 2014. - polozen stru¢ni ispit za bacc. medicinsko laboratorijske dijagnostike u

Ministarstvu zdravlja, Zagreb.
Posebna znanja 1 vjestine:
e Znanje svjetskih jezika: engleski i njemacki
e Poznavanje rada na racunalu: Word, Excel, Power Point, Internet

e Polozen vozacki ispit B kategorije
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11. PRILOZI

OPCA ZUPANIJSKA BOLNICA POZEGA
POZEGA., Osjecka 107

Ur. broj: 02-7/39-5/1-2-2015

Datum: 9. srpnja 2015. godine

Na temelju &lanka 69. Zakona o zdravstvenoj zastiti (NN br. 150/2008. 71/2010, 139/2010,
22/2011, 84/2011, 12/2012, 35/2012 — Odluka USRH, 70/2012. 144/2012, 82/2013, 159/2013-
Uredba, 22/2014- Odluka USRH i 154/2014 - Uredba), ¢lanka 37. Statuta Opce zupanijske bolnice
Pozega i ¢lanka 19. i &lanka 23. Poslovnika o radu Eti¢kog povjerenstva Opée zupanijske bolnice
Pozega, sukladno Odluci Sanacijskog vije¢a Opce zupanijske bolnice Pozega, urbroj: 01-51/17-1/16-
1-2014 od dana 24. listopada 2014. godine, na tridesetdevetoj sjednici Eti¢kog povjerenstva Opce
zupanijske bolnice Pozega, odrzanoj dana 9. srpnja 2015. godine, jednoglasno je donesena sljedeca

ODLUKA

Eti¢ko povjerenstvo Opée Zupanijske bolnice Pozega ne nalazi eti¢kih zapreka i suglasno je s
provedbom istraZivanja u Opcoj zupanijskoj bolnici Pozega ,,Znacaj direktne mikroskopije u
mikrobioloskoj dijagnostici tuberkuloze*, predlagateljice Ljubice Farkas, univ. bacc. med. lab.
diagn., zaposlene u Op¢oj Zupanijskoj bolnici Pozega, Odjelu za klinicku mikrobiologiju, a za
potrebe diplomskog rada na sveutilisnom diplomskom studiju medicinsko laboratorijske
dijagnostike Medicinskog fakulteta u Osijeku, Sveucilista Josipa Jurja Strossmayera u Osijeku, pod
mentorstvom doc.dr.sc. Suzane Bukovski Simonoski. docentice na Katedri za mikrobiologiju i
parazitologiju Medicinskog fakulteta u Osijeku.

Eti¢ko povjerenstvo pri donosenju suglasnosti iz stavka 1. ove odluke razmatralo je:

- zamolbu predlagateljice od dana 7. srpnja 2015. godine, zaprimljenu dana 7. srpnja 2015. godine
pod brojem: 01-1920/1-2015, s

- planom provedbe istrazivanja: uvodni dio, predvideno trajanje istrazivanje, oekivani pocetak-
zavrSetak, ustanova u kojoj bi se provodilo istraZivanje. populacija, starosna dob ispitanika,
metode rada, cilj rada, sazetak, nacin koristenja i iskazivanja podataka bez naznake osobnih
podataka i moguénosti zlouporabe podataka te bez kontakta s pacijentima.

Eticko povjerenstvo Opée Zzupanijske bolnice Pozega izjavljuje da je njegov sastav i rad
sukladan dobroj klinikoj praksi, vaze¢im zakonima i propisima u Republici Hrvatskoj i Poslovniku
o radu Eti¢kog povjerenstva Opce zupanijske bolnice Pozega.

Prilog i sastavni dio ove odluke je popis ¢lanova i zamjenika ¢lanova Eti¢kog povjerenstva
Opée zupanijske bolnice Pozega koji su jednoglasno donijeli ovu odluku.

Predsjednik Etickog povjerenstva
Opce zupanijské bolnice Pozega:
Prim. Ljubo Bggi¢, dr. med.
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11. Prilozi

OPCA ZUPANIISKA BOLNICA POZEGA
POZEGA. Osjecka 107

Ur. broj: 02-7/39-5/1-2-P-2015

Datum: 9. srpnja 2015. godine

Temeljem ¢lanka 69. Zakona o zdravstvenoj zastiti (NN br. 150/2008, 71/2010, 139/2010,
22/2011. 84/2011, 12/2012, 35/2012 — Odluka USRH, 70/2012, 144/2012, 82/2013, 159/2013-
Uredba, 22/2014- Odluka USRH i 154/2014 - Uredba), ¢lanka 37. stavka 7. Statuta Opce Zupanijske
bolnice Pozega i ¢lanka 3. i &lanka 9. Poslovnika o radu Etickog povjerenstva Opce Zupanijske
bolnice Pozega, sukladno Odluci Sanacijskog vije¢a Opce Zupanijske bolnice PoZega, urbroj: 01-
51/17-1/16-1-2014 od dana 24. listopada 2014. godine i stavku 4. Odluke Sanacijskog vijeca Opce
7upanijske bolnice Pozega, urbroj: 02-7/39-5/1-2-2015, od dana 9. srpnja 2015. godine s
tridesetdevete sjednice Etickog povjerenstva Opée Zupanijske bolnice Pozega, odrzane dana 9. srpnja
2015. godine, daje se

POPIS

&lanova i zamjenika ¢lanova Etickog povjerenstva Opée Zupanijske bolnice PoZega koji su
jednoglasno donijeli Odluku ur. broj: 02-7/39-5/1-2-2015, od dana 9. srpnja 2015. godine:
- Damir Ronko, dipl.iur., sudac Opéinskog suda u Pozegi — zamjenik ¢lana,
- Doc.dr.sc. Zdravko Kolundzi¢, mag. logoped - ¢lan,
- Prim. Ljubo Begié, dr. med. spec. opée kirurgije, uze spec. digestivne (abdominalne) kirurgije —
predsjednik,
- Mr.sc. Vladimir Dujmovi¢, dr. med. spec. interne medicine, uze spec. kardiologije — zamjenik
¢lana,
- Prim.mr. Marijana Tomi¢ Raji¢, dr. med. spec. pedijatrije, uze spec. pedijatrijske neonatologije
—¢&lan,
- Mr.sc. Bozidar Njavro, dr.med. spec. ginekologije i opstetricije, uze spec. uroginekologije —
zamjenik ¢lana i
- Sanja Mjertan, mag. iur. — ¢lan.

Ovaj popis &lanova i zamjenika ¢lanova Etickog povjerenstva Opce Zupanijske bolnice Pozega,
prilog je i sastavni dio Odluke ur.broj: 02-7/39-5/1-2-2015, od dana 9. srpnja 201 5. godine.

Predsjednik Etickog povjerenstva
Opée zupanijske bolnice Pozega:
Prim. Ljubo Begic¢, dr. med:




