FIL / IDF Mljekarstvo 47 (3) 208-238, 1997.

FIL/IDF - ref. S. I. 9405

Znacaj patogenih mikroorganizama u sirovom mlijeku
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MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS

1. Uvod

Robert K oc h (1) je 1882. izolirao Mycobacterium tuberculosis §to je
najvazniji doprinos prou¢avanju tuberkuloze - vrlo stare bolesti. Uzro¢nik ove
bolesti je gotovo sigurno nanio viSe patnje i umiranja od bilo koje infekcije
bakterijama. Ova se vrsta bakterije smatra patogenom ne samo za ljude vec i
za mnoge druge Zivotinjske vrste obi¢no vezane uz ljude. Zivotinje
proizvodaci mlijeka prve su privukle pozornost u tom pogledu. Ipak tek je
poslije 16 godina Theobald S mith (2) ukazao na jasnu razliku mikro-
organizama uzro¢nika tuberkuloze Zivotinja proizvodac¢a mlijeka sada
poznatih kao Mycobacterium bovis. Kasnije su povezana jo§ dva srodnija
mikroorganizma M. africanum i M. microti. M. afeicanum je u Africi izoliran
iz ljudi (3) 1 smatra se da stoji izmedu M. tuberculosis i M. bovis, dok M.
microti uzrokuje infekcije glodavaca (4). Sve &etiri vrste - M. tuberculosis,
M. bovis, M. africanum i M. microti rastu polagano, stvaraju zbijenu nakupinu
1 oznacavaju se kao komleks M. tuberculosis (59. 1966. i 1967. predlagao je
Tsukamura (6,7) da M. tuberculosis i M. bovis valja svesti na dvije
podvrste jedne vrste, M. tuberculosis. Usprkos razli¢itim sli¢nostima, M.
tuberculosis i M. bovis njihove se zoonoze razlikuju. Opis M. tuberculosis,
znacajnog patogenog mikroorganizma, navodi se u nastavku.

2. Karakteristike

2.1. Morfologija
Navodi se pregled bioloskih karakteristika M. tuberculosis po kojima
se razlikuje od ostalih srodnih mirkoorganizama.

Kao $to proizlazi iz imena, M. tuberculosis napada malu kvrzicu u
bolesnom tkivu. Mikroorganizam je tanak, ravan ili oblikovan poput bi¢a,
dostizuci veli¢inu od 0,3-0,6 x 1-4 um. Pojavljuje se pojedina¢no, u parovima,

208



FIL / IDF Mljekarstvo 47 (3) 208-238, 1997.

¢esto tupast ili kao mali sveZnjevi paralelnih §tapica. Mokroorganizam nije
pokretan, ne stvara spore, ali je znatno otporan prema susenju. U starim
kulturama mogu stanice izrasti u dugacka vlakna, te se granati i bojiti
nepravilno, ¢esto poprimajuci vezane ili oblike poput kuglica. Lako se boji
kiselom bojom ili kiselom u alkoholu kako su pokazali Ziehl-Neelsen ili
fluorokromni postupak.

2.2. Kultura

M. tuberculosis je aerobni mikroorganizam. Kad se $tapici drze u vrlo
aerobnim uvjetima, oni se mogu prestati brzo razvijati naglim prelazom u
anaerobiozu (8). Ipak, kad mogu rasti i naseliti se zahvaljujuci kisiku koji su
sami stvorili, oni postaju tolerantni prema nesta$ici kisika. Rast stimulira
inkubacija u zraku kome je dodano 5-10% CO,. M. tuberculosis optimalno
raste pri 37-38°C, ali i unutar raspona 30-41°C.

Potrebna je posebna paznja za uzgoj mikroorganizma u supstratima, jer
obiéni supstrati ne podrZavaju njihov rast tijekom pocetnog izoliranja. Za
primarni se rast moZe koristiti serum krv ili bolje supstrat koji sadrZi ¢itavo
jaje ili Zumanjak. U podkulturi za rast se mogu koristiti obi¢ni supstrati (agar,
tekuci supstrat ili krumpir) uz dodavanje 5-6% glicerola. rast je polagan - 10
do 14 dana kao najranije i najkasnije od 6 do 8 tjedana poslije prvotnog
inkubiranja. Trajanje generacije in vitro u optimalnim je uvjetima 14-15 sati.
Rast nastoji napredovati poput serpentine u skupinama paralelno orijentiranih
Stapica. Kolonije su hrapave, grube s ¢vorastom ili naboranom povrsinom i
nepravilnim, tankim rubom. Kolonije mogu postati pigmentirane (od bijelog
do blijedo Zuckasto ili ¢ak Zutog), ali 1 mikroorganizmi ne ispoljavaju niti
fotokromogene niti “skotokromogene” karakteristike. Kolonije na
albuminskom agaru s oleinskom kiselinom su ravne, grube, prugaste, suhe i
obi¢no bez pigmenta. U tekucim supstratima, koji ne sadrZe sredstvo za
dispergiranje, stvara se koZica, koja vremenom postaje debela i naborana. U
supstratu Dubos albumin Tween, rast je difuzan, obaranje neometano, ali brzo
dispergirano.

Kolonije M. tuberculosis su obi¢no grube, ali u poslijednje jednu do dvije
dekade, narocito poslije uvodenja rifampina kao kemoterapeutskog agensa,
kolonije sojeva M. tuberculosis postaju manje (5). Tsukamura etal. (5)
su nedavno izolirali sojeve M. tuberculosis koje su se razlikovale od onih
izoliranih prije 20 godina.
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2.3. Biokemija

Biokemijske reakcije se normalno ne koriste za identifikaciju M.
tuberculosis (9), ali o njima se zna da posjeduju razli¢ite biokemijske
aktivnosti po kojima se mogu razlikovati kao §to su to pokazala ranija
istraZivanja (10-16). Informacije o biokemijskim aktivnostima M. tuberculosis
i srodne vrste tabelarno su prikazane u novijem izdanju Bergey-evog “Manual
of Systematic Bacteriology (17)”. Sojevi M. tuberculosis mogu proizvoditi
razli¢ite enzime, ureazu, pirazinamidazu, kiselu fosfatazu, esterazu,
nikotinamidazu i peroksidazu. Mikroorganizam moZe reducirati nitrat,
hidroliziranjem Tweena 80 tijekom 10 dana i izazvati redukciju telurita za 9
dana. Odolijeva inhibiciji hidrazida izazvanoj tiofenat-2-karboksilne kiseline
(1 pg/ml), ali se ne moZe oduprijeti oleinskoj kiselini (250 pg), pikrinskoj
kiselini (2 mg), p-nitrobenzoi¢noj kiselini (500 pg). HCl-hidroksilaminu (125
mg), modrom toluidinu (300 pg), etam-butolu (5 pg), p-amino saliciklickoj
kiselini (1 pg) ili izoniazidu (1 pg) u 1 ml supstrata za rast. Biokemijske
aktivnosti mogu pomo¢i u otkrivanju M. tuberculosis. Na primjer, sve
mikrobakterije koje ne izazivaju tuberkulozu mogu rasti na p-nitrobenzoi¢noj
(PNB) kiselini Ogowa supstrata s jajetom i niacin su negativne. S druge strane,
niti jedan od 88 sojeva M. tuberculosis nije mogao rasti u supstratu, a 82%
M. tuberculosis su poslije 4 tjedna bili niacin-pozitivni, dostigavsi 96% krajem
Sestog tjedna (5). Nadalje, jednu ili obe od dvije klase “M” i “T” katalaza
proizvode divlji sojevi (18) iako se T klasa enzima mozZe izgubiti u na
isoniazid otpornim mutantima (17).

2.4. Serologija

Aglutiniranje i preciptacija su dvije koriStene metode. Metoda
aglutiniranja temelji na jednom ili vi§e povrSinskih antigena (peptidogliko-
lipidi). Reakcije sero-.aglutiniranja ¢itave stanice temelje na peptidogliko-
lipidskim antigenima povrsine,obi¢no sojevima koji se razlikuju na intra-
specifi¢noj razini (19,20).

Komplementarni pokus fiksiranja pozitivan je u znatnoj proporciji
utvrdenih slucajeva, ali je obi¢no negativan u ranim ili sumnjivim slu¢ajevima
89). Middlebrook i Dubos (21) su opisali test aglutiniranja krvi
koji ovisi o u¢inku aglutiniranja seruma pacijenta u ov¢jim ili skupini 0
humanih crvenih stanica krvi, senzitiviranih antigenim ekstraktom bacila
tuberkuloze ili starim trgova¢kim tuberkulinom (OT). Stanice se tada
izmijeSaju s razli¢itim razrijedenjima seruma pacijenta iz kojih nije
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adsorpcijom uklonjeno niti jedno heterofilno antitijelo. Testu se posvetilo
dosta paZnje, ali je njegova prakti¢na vrijednost u dijagnozi klini¢ke
tuberkuloze nepouzdana jer mu nedostaje specifi¢nost i osjetljivost (22).

Metode imunoloske precipitacije (imunodifuzija i imunoelektroforeza)
vecinom su doprinijele klasifikaciji na razini vrste. Najveca je vaznost
imunodifuzije (ID) te imunoelektroforeze (IE) u samoj klasifikaciji rutinskoj
analizi. Analize ID i IE tipa filtrata cijele kulture i ekstrakta stanice su bile
korisne za odredivanje vrsta unutar roda (23-25) kao §to su kvantitativna
usporedivanja preosjetljivih reakcija koZe ili pokusnih kunica preosjetljivih
na nepreradene filtrate homolognih ili heterolognih mikrobakterija (26). Sero-
precipitacijska prou¢avanja katalaze mikobakterija koristile su se u utvrdivanju
imunolo8kih razdvajanja medu vrstama, kao indirektnoj mjeri evolutivnog
razdvajanja (18). Na 60j konferenciji o sistematizaciji roda Mycobacterium
koju je organizirala Medunarodna radna skupina o taksonomiji Mycobacteria
(27), nagladena je vaznost povecane suradnje na podru¢ju sero-klasifikacije
utemeljene na ID i IE.

Pojavili su se neki novi nalazi (28-32) koji se ti¢u antigena bjelancevina
M. tuberculosis. Sastav bjelan¢evina mikrobakterija u razmjerno grubim
pripravcima proc¢iscenih derivata bjelancevina (PPD) utvrden u novije vrijeme.
Koristenjem modernih oruda molekularne biologije i tehnologije prouc¢avali
suPaterroy etal (32) bjelan¢evine M. tuberculosis i identificirali vise
od 20 bjelancevina M. tuberculosis pomocéu seruma 400 pacijenata koji su
bolovali od tuberkuloze kako bi odredili koje bi bjelan¢evine mogle biti vazne
za osiguranje od infekcije s M. tuberculosis.

2.5. Osjetljivost prema antibiotiku

M. tuberculosis je relativno otporan prema vecini iz Sirokog spektra
antibiotika, uz znacajne iznimke prema nekoliko poput streptomicina i
rifampina. Taj mikroorganizam moZe takoder podnijeti vankomicin,
cikloserin, kapreomicin, karamicin i neomicin. Navodi se lista MIC doza za
neke antibiotike:

Antibiotik MIC/ml
Streptomicin 0,5-2,5 pg

Rafampin 0,5-1 pg u tekucem 1 7H 10 supstratu
5 pg u Loewenstein Jensen supstratu
Cikloserin 10-20 pg

Kapremicin 5-20 pg
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3. Izoliranje i identifikacija

Dokazivanje bacila tuberkuloze se u uzorcima mlijeka opcenito postiZe
pomocu ¢etiri navedene metode.

(1) Mikroskopsko istraZivanje

(2) Metoda uzgoja

(3) Metoda inokuliranja Zivotinje

(4) Novije tehnologije

Prednost je mikroskopskog istraZivanja neposredno dobivanje rezultata,
ali je vjerojatno samo onda uspjesno ako je prisutno mnogo bacila, na pr.
105/ml ili viSe. Mnogo su osjetljivije metode uzgoja i inokuliranja pokusnih
kunica i1 svako otkrivanje samo 10 Stapi¢a/ml, ali zbog polaganog rasta
mikroorganizma, rezultati tih metoda su dostupni tek poslije viSe tjedana. Ipak,
izoliranje iz kulture je potrebno kad se traZi posebna identifikacija ili
provjeravanje osjetljivosti prema lijekovima.

3.1. Mikroskopsko istraZivanje

Da bi se dokazali bacili tuberkuloze, koriste se boje otporne prema
kiselom. Postoje dva tipa takvog bojenja: one 3to koriste kao osnovne boje
fuksina Ziehl-Nielsen - toplo bojenje kiselom bojom (33-35)1 Kinyoun
- hladno brzo bojenje kiselim (34, 36, 37) i one §to koriste fluoroscentne boje
poput auramina. Koristenje osnovnih fuksin boja kao Ziel-Neelsen
je uobic¢ajeno, ali sad se uo¢avaju kretanja prema vecem koristenju
fluorescentnog brzog bojenja kiselim, jer se tako obojeni razmazi mogu brze
postupcima. Fluorohramom obojeni razmazi se obi¢no promatraju od 250X
do 450X, dok se razmazi obojeni fuksinom prou¢avaju od 800X do 1000X.
Sama razlika u povecanju osigurava oc¢itu utedu vremena za radnika uz
mikroskop. Osim toga, oko laganije uo¢ava Zuti Stapi¢ koji fluorescira u
tamnoj (K-permanganat) ili tamno crvenoj (akridin narandasta) podlozi, nego
crven Stapic¢ obojen crvenim fuksinom u sredini metilen modre boje.

Za mikroskopsko istraZivanje moguce je direktno pripremanje razmaza,
ali je primjeceno da 103 §tapica/ml vrste moZe osigurati tehni¢aru 50%
mogucnosti da otkrije ¢ak jedan od dva §tapica u ¢itavom razmazu (38).
Stapi¢i humanog tipa se mogu naci u mlijeku kad je kontaminirano posebno
pljuvackom, ako muza¢ ili mljekar boluju od tuberkuloze. Zato §to mlijeko
obi¢no sadrZi samo malo bacila tuberkuloze, oni se koncentriraju
centrifugiranjem Collee et al. (39) su preporu¢ivali centrifugiranja 100
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ml (ili 50 ml u dva dijela) mlijeka, temeljito promijesanog i rasporedenog
pod uvjetima dovoljnim da se istaloZe bacili tuberkuloze, na primjer, za 30
minuta pri 1500 okretaja. Poslije odvajanja supernatantnog sloja nacini se
tanak sloj od kapi sedimenta. Taj se razmaz oboji Ziehl Neelsen metodom.

Drugom se metodom stavi uzorak mlijeka u hladnjak tijekom 24h. Mast
se izdvoji na povrsinu s vecinom stranih tvari, kao éestica necistoca, gnoja,
leukocita ili Cestica tkiva. U tim ce se slojevima vecdinom naci bacili
tuberkuloze. Ovi se dijelovi analiziraju bilo odvojeno ili poslije mije$anja.
Bacili tuberkuloze se prepoznaju zbog otpornosti prema kiselini u obojenim
slojevima sedimenta mlijeka. Oni se ne moraju naci, ako ih je malo i ako se
nadu valja biti oprezan pri identifikaciji. Postoje mnogi saprofiti otporni prema
kiselini koji se mogu naci u mlijeku, a ne razlikuju se lako, s morfoloskog
gledista, od bacila tuberkuloze. Cesto se u vrhnju mogu pojaviti artefakti, koji
se zamijene bacilima otpornim prema kiselini. Nakupljanje masnih tvari oko
bakterija koje nisu otporne ili drugih malih predmeta takoder mogu sprijeciti
nestajanje boje tako da oni kasnije mogu biti sli¢ni bakterijama otpornim
prema kiselini. Kako bi se izbjegli ti u¢inci, oplahne se fiksirani tanak sloj
otapalom za mast poput etera ili kiselina prije postupka bojenja. Osim
pripremanja uzorka, laZzni mogu biti posljedica ne pridrZavanja normi
mikroskopiranja (39).

3.2. Metoda uzgoja

Digestija i dekontaminacija uzoraka mlijeka preduslovi su metode
uzgoja patogenog Mycobacteriuma.

3.2.1. Digestija i dekontaminiranje

Uzorci mlijeka sadrZze mnogo vrsta mikroorganizama. Zbog toga je
vaZzno osloboditi uzorak prije inokuliranja supstrata za uzgoj $to je moguce
vi$e kontaminenata. Opisane su mnoge metode dekontaminiranja digestijom.
Njihov uspjeh ovisi o vecoj otpornosti bacila prema vrlo alkalnim ili kiselim
otopinama. Svi postupci digestije i dekontaminiranja su toksi¢ni za
mycobycteriae kao i za kontaminente, pa pretjerana digestija moZe zavrsiti
kao znatno smanjenje broja preZivjelih mikobakterija. Treba upamtiti da se
koristi najblaza moguca metoda digestije i jo§ odrzi obim kontaminiranja ispod
5%. Da bi se osiguralo obnavljanje maksimalnog broja mikobakterija valja
temeljito slijediti pojedinosti postupka digestije. Uspjeh tih postupaka ovisi
o relativno vecoj otpornosti mikobakterija prema jakim alkali¢nim ili kiselim
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otopinama za digestiju, trajanju kontakta s agensom, temperaturi izgradnje
primjerka za centrifugiranja i efikasnosti centrifuge u taloZenju mikobakterija
(38).

Lista mjeSavina digestije i dekontaminacije $to se koriste za izoliranje
M. tuberculosis je prilicno dugacka (40-42). Za mlijeko je prihvacena
modificirana metoda Petro ff. Metoda ukljuéuje mijeSanje uzorka s
jednakim volumenom 4%-tnog Na-hidroksida i 30 minuta drZanja u
inkubatoru pri 37°C, te muckanje svakih 5 minuta. Na kraju inkubacije smjesa
se centrfugira 30 minuta (3000 okretaja/minuta), a supernatantna tekucina
odlije. Talog se neutralizira 8%-tnom solnom kiselinom koja se dodaje
kapaljkom. Reakcija smjese se provjerava dodavanjem kapi fenol crvene
otopine u epruvetu, a Krajna je to¢ka dostignuta kad indikator poZuti. Poslije
mikroskopskog pregleda taloga, inokulira se supstrat. Primjetilo se takoder
da izbor kemikalije za dekontaminaciju ovisi o supstratu za uzgoj i vrsti
mikobakterija.

Alternativno se uzorci mogu uzgajati u supstratima koji sadrze smjesu
antibakterijskih i antifungalnih agenasa koji ometaju rast prakticki svih
mikroorganizama koj nisu mikobakterije. Od tih se naj¢esce koristi “koktel
Mitschinson” koji sadrZi karbenicilin, trimetroprim, polimiksin B i amfotericin
(43,44).

3.2.2. Supstrati za uzgoj

Obi¢ni supstrati za uzgoj ne moraju biti prikladni za izoliranje M.
tuberculosis, jer se €ini da su njihove prehrambene potrebe kompleksne.
Misslebrook i Dubos (45) razvrstali razli¢ite supstrate dostupne
za uzgoj mikobakterija u tri skupine. Jednostavni sintetski supstrati (na primjer
Long-ov sintetski supstrat) koji sadrzi mineralne tvari, jednostavne izvore
dusika poput amonijaka i glutamata ili asparagina nisu korisni za uzgoj
pojedine stanice ili malih inokuluma zbog toksi¢nosti lipida i masnih kiselina
prema tim mikroorganizmima. Supstrati s kompleksnim organskim tvarima
kao animalni serum, Zumanjak jajeta, ekstrakt $kroba ili krumpira (na primjer
Lowenstein-Jensen, Petrargnani-jevii Dorset supstrati
s jajima) korisni su u uzgoju pojedine stanice ili malih inokula. Taj tip
supstrata se koristi za dijagnozu i diferenciranje. Iako se smatra da je dug
lanac masnih kiselina toksi¢an u sintetskim supstratima, koristi se sposobnost
(kapacitet) povezivanja serum albumina na masnu kiselinu da se izazove treci
tip supstrata (Dubos supstrata albumina oleinske kiseline), koji osim
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masne kiseline (oleinske kiseline) i serum albumina sadrZi i jednostavne
hranjive tvari.

U standardnim metodama koje predlaze “Njemacka komisija za
istraZivanje mlijeka 1 mlije¢nih proizvoda™ (46), preporu¢a se Petrar-
gnanijev supstrat za izoliranje bacila tuberkuloze.

Jensen (47) je kratko ocrtao metode izoliranja koriste¢i L-J supstrat,
koji sadrZi jaje, glicerol, asparagin, mineralne soli i malahit zelenu boju. Boja
ometa razvoj bakterija kontaminenata u primarnoj kulturi te osigurava zelenu
podlogu u kojoj su mikobakterije jasnije vidljive. Prema misljenju Marks-
a (48), ovaj supstrat zadovoljava najvise, ali nagla§ava vaZnost kvalitete
sastojaka upotrebljenih za supstrat. Aleksandro (49) je preporudio
Stonebrinkov supstrat za uzgajanje M. tuberculosis iz mlijeka za
rutinskih analiza.

Kad se radi o tekuc¢im supstratima, ¢ini se da su onaj Dubos-ai
K irchaner-abolji od ¢vrstih supstrata (5). Medutim serum albumin mora
biti osnovni sastojak supstrata za pocetni rast malih inokuluma (51).
Preporucalo se dodavanje Zumanjka jajeta da bi supstrat postao ¢vrst za prvi
uzgoj (52). Cvrsti supstrat D u b o s-a bolji je za uzorke kojima se dodalo
4% Na-hidroksida i 10% trinatrium fosfata (53). Neki tekuci supstrati sadrze
sredstva za emulgiranje kao $to je Tween 80 ili polioksietilen stearat (POES).
Oni vode disperziji rasta kroz ¢itav supstrat te poti¢u rast bakterija (54).

3.2.3. Inkubacija

Kubica i Good (38) smatraju da na izabranim supstratima valja
kulture inkubirati pri 35-37°C i proucavati ih svakog tjedna 6-8 tjedana prije
no §to ih se moZe nazvati negativnim. Plo¢e valja uvijek pregledati i utvrditi
da li sadrZze mikrokolonije pa ih tek onda baciti. Ako je kultura izrasla,
laboratorij treba biti osposobljen da odredi da li je mikroorganizam M.
tuberculosis. Cim se opazi rast, treba pripremiti razmaz i dokazati da je
otporan na kiselo.

3.2.4. Obim rasta

Mikobakterije se grubo mogu svrstati medu mikroorganizme koji rastu
brzo (pojave se za 7 dana ili ranije). Prilikom prvog izoliranja razlike ne
moraju biti jasne. Na primjer, neki mikroorganizmi brzog rasta mogu se
najranije pojaviti za 3 ili vise tjedana. Za dokaz obima rasta valja pripremiti
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podkulturu s dovoljno razrijedenim inokulumom da bi se razvile izolirane
kolonije.

3.2.5 Morfologija kolonija

Mikroskopsko proucavanje agar plo¢a manjeg povecanja omogucuje
promatranje morfologije kolonija, koja je ¢esto karakteristika pojedine vrste,
na pr. grube zmijasto izvucene veze M. tuberculosis (55, 56). Ako se vide
dva razli¢ita tipa kolonija treba ukloniti mogucnost postojanja mijesane kulture
prije izvodenja bilo kakvih drugih testiranja.

3.2.6 Pigment

Proizvodnja pigmenta pomaze diferenciranju mnogih mikobakterija (55,
56). Pigmentiranje je prili¢no stabilno i na njega obi¢no ne utjecu uvjeti uzgoja
zbog Cega je vrijedno za identifikaciju. Skotokromogeni oblik pigmenta je
svijetao i taman. Fotokromogeni mikroorganizmi proizvode pigment samo u
prikladnim uvjetima poslije lakog izlagnja. Kulture moraju biti mlade dobro
aerirane, a kolonije diskretne. Prilikom tjednog prou¢avanja kultura valja one,
za koje se Cini da nisu pigmentirane, izloZiti s jasnom ili fluorescentnom
svjetlu 1 sat, vratiti u inkubator otpustene kapice i pregledati drugi dan da bi
se utvrdile karakteristike Zutog pigmenta fotokromogenosti. Bacili otporni
prema Kiselom rastu za manje od tjedna, §to se smatra brzim rastom. Ako se
radi o polaganom rastu ne-kromogene kulture, iza njega slijedi dokazivanje
za odredivanje M. tuberculosis.

Prije kona¢ne identifikacije M. tuberculosis valja biti oprezan. Obi¢no
se pretpostavlja da se mikobakterija polagana rasta, nepigmentirana, niacin
pozitivna moze nazivati M. tuberculosis. Iako je to ve¢inom to¢no. postoje i
iznimke zbog ¢ega se preporu¢aju pokusi potpomaganja kako bi podrzali
primjecivanje pozitivne niacin reakcije. Ovi pokusi su redukcija nitrata i
proizvodnja katalaze pri pH7/68°C. Ipak, valja razlikovati neke niacin
pozitivne mikobakterije, poput M. simiae, M. chelone i neke sojeve M. bovis
(uklju¢ujuéi BCG) od M. tuberculosis (57). Postoje i druge mikobakterije,
koje mogu biti niacin pozitivne. Zbog toga su moguci neispravni pozitivni
rezultati u kontaminiranim kulturama. Obzirom na niacin pokus, nastati mogu
i lazne negativne reakcije s M. tuberculosis §to se izbjegava postupkom koji
su predlozili Kubica et al. (57).

Izolirana se kultura moZe kontrolirati obzirom na razli¢ite karakteristike
uzgoja kako je opisano ranije.

216



FIL / IDF Miljekarstvo 47 (3) 208-238, 1997.

3.3. Pokus cijepljenja Zivotinje

Morsko prase se vrlo lako zarazi uzro¢nikom tuberkuloze sisavaca i zbog
toga prvenstveno koristi za otkrivanje M. tuberculosis u mlijeku.
Selekcionirano morsko prase ne smije biti laganijeod 350 g, jer malo moZe
podleci utjecaju stranih mikroorganizama koji se mogu naéi u mlijeku. Kako
bi se izbjegla svaka sumnja o infekciji morskog praseta uzro¢nikom
tuberkuloze, Zivotinju valja intradermalno testirati tuberkulinom.

Morsko se prase cijepi intradermalno sa do 5 ml, ovisno o kvaliteti i
starosti mlijeka. Ako je staro i mikroorganizmima vrlo onecis¢eno mlijeko
mozZe brZe izazvati smrt od peritonitisa od mlijeka bolje kvalitete, te se
predlaZe primjena manjih koli¢ina tog mlijeka za izazivanje infekcije. S istim
uzorkom valja cijepiti najmanje dvije Zivotinje. Poslije ugibanja Zivotinja, §to
je to prije moguce, valja oprezno provesti autopsije kako bi se vidjele
kazeinske mase u vecoj koli¢ini peritoneuma i karakteristi¢na ostecenja u jetri,
slezeni i pluéima. Kad nije jasna priroda oStecenja, valja inokulirati drugu
morsku prasad, stavljanjem inokuluma u ¢vrste misice prije no u abdominalnoj
Supljini. Tada se infekcija snimi kroz limfati¢ne i organe utrobe. Obi¢no
tuberkulozne ozlijede utvrduju iskusni radnici ¢ak i kad se ne radi o
mikroorganizmima otpornim prema kiselini. U sumnjivim sluéajevima bacil
valja kultivirati u prikladnom supstratu. ZaraZene Zivotinje obi¢no pokazuju
uznapredovalu bolest s o$teéenjima na mnogim unutarnjim organima. Kad
se radi s grijanim mlijekom, naci ce se samo lokalna infekcija. Takve se
Zivotinje pretraZuju pazljivo i ako se zakljuci da se ne radi o tuberkuloznim
ostecenjima, savjetuje se bilo cijepljenje drugih Zivotinja ili uzgajanje bacila.
Ostecenja slicna onima tuberkuloze mogu se proizvesti u pokusnim
Zivotinjama cijepljenjem bilo kojim mikroorganizmom otpornim prema
kiselini, ali da bi se proizvelo taj u¢inak u komparativno znatnom broju valja
uvesti mikroorganizme otporne prema kiselini, a mlijeko vjerojatno rijetko,
ako uopce, kad je zastupljenost mikroorganizama takva. Kad se sumnja da
masna tvar sadrZi prema kiselini otporne saprofite, poput vrhnja kao sastojka
ubrizganog materijala, povecana je njihova sposobnost stvaranja oStecenja.
Da bi se otkrio ovaj tip pseudotuberkuloze, potrebno je materijalom iz rana
inficirati drugu morsku prasad. Ako je rana tipa pseudotuberkuloze, Zivotinje
se nece zaraziti. I saprofitski se prema kiselini otporni mikroorganizmi takoder
mogu razlikovati njihovim laganim i brzim rastom na supstratima za uzgoj
na kojima ne raste uzro¢nik tuberkuloze.
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3.4. Novije tehnologije

Uvedene su mnoge nove, a opozvane su mnoge ranije uvedene
tehnologije. Primjena mnogih od tih tehnologija jo$ je u prvim po¢ecima, ali
jo§ je potrebno uciniti vrlo mnogo toga kako bi se dramati¢no izmijenilo
identificiranje mikrobakterija ukljucivsi M. tuberculosis. O tim se tehnikama
pise u nastavku.

3.4.1 Radiometricka tehnologija

Rast M. tuberculosis i drugih mikobakterija spornog rasta moZe se
utvrditi unutar par dana, koristenjem sustava BACTEC koji upotrebljava
supstrat oznac¢en s 14C. Buduci da uvodenje BACTEC metode osigurava brZi
obim rasta (prosjek 9 dana), specifi¢nu identifikaciju M. tuberculosis (5 dana)
i brzu mogucnost testiranja (6 dana). Pojedinosti radiometrijske tehnike su
opisaliLaszlo etal (58)i Roberts et al. (59).

3.4.2 Genetske sonde

Koristenje tehnologije genetskih sondi nuda silna obecanja identificiranja
mikroorganizama na razini varijeteta - familije, roda, vrste ili podvrste. Naj-
¢esca tehnologija sonde je jednostruko rentgenski oznacena DNA sonda, koja
se sada moZe nabaviti u trgovini. Sonda specifi¢na za genus Mycobacterium,
ili kompleks M. tuberculosis (M. tuberculosis, M. bovis, M. bovis BCG, M.
africanum 1 M. microti) Koji se mogu koristiti za identificiranje oba roda
Mycobacterium i M. tuberculosis direktno u ispljuvku upravo se prou¢avaju
i ukazuju na to da bi mogla biti korisna. Takav se pristup vjerojatno moze
razviti i za mlijeko. Identifikacija sondom se provede unutar 2-8 sati, ovisno
o broju testiranih uzoraka. Revolucionarna je mogucnost precizne
identifikacije M. tuberculosis direktno u uzorcima unutar nekoliko sati.

3.4.3 Imunopokus s mikobakterijskim antigenima

Antigeni su otkriveni u tekuéim kulturama mikobakterija samo neSto
poslije pozitivnog uoc¢avanja radiometrijskog rasta. Koristeni su i enzim vezan
u pokusu s imunosorbentom (ELISA) i radioimuno pokus (RIA). Iako su jo§
u pokusnoj fazi, ¢ini se da ovi pokusi daju mogucnost brze identifikacije
specifi¢nih vrsta. Monoklonalna se antitijela mogu koristiti za prijenos
specifi¢nosti za pojedina¢ne kondenzirane preglede tih pokusa. Imunopokusi
tockica-mrlja mogu prepoznati specifi¢ne katalaze vrsta.
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3.4.4 Seroloska dijagnoza tuberkuloze

Mnogi su istrazivac¢ki laboratoriji pokazali da se ELISA mjerenja IgG
antitijela mikobakterijskih antigena mogu koristiti za serolosku identifikaciju
mikroorganizma. Druge serodijagnosti¢ke tehnike, uklju¢ivo RIA inhibiranje
monoklonalnih antitijela i lateks aglutuniranje nisu intenzivnije proucavane,
ali ¢ini se da obecavaju.

3.4.5 Tipiziranje mikobacteriofaga

Aktivnije koristenje starog oruda, tipiziranja faga bilo je korisno u
otkrivanju laboratorijskog unakrsnog kontaminiranja, istraZzivanju epidemija
tuberkuloze i otkrivanju da li su slu¢ajevi ponavljanja zazvani ponovnom
infekcijom ili reaktiviranjem. Ako je pomo¢ tipiziranja faga moguca za
definiranje razli¢itih faga skupina M. tuberculosis ukljucujuci tipove A, B 1
C (60).

3.4.6 Tekuca kromatografija odli¢nog izvodenja

Drugo je vrijedno orude bilo koriStenje HPLC za otkrivanje specifi¢nih
vrsta kiselina plijesni, koje proizvode rodovi §to sadrZe te jedinstvene masne
kiseline. Kad se koristi u primarnim izolatima kultura, ova tehnika omogucuje
da se identificira vrstu unutar 6-18 sati a ne za 2-6 tjedana obi¢no potrebnih
za biokemijsko diferenciranje.

4. Mehanizam kontaminiranja

Tuberkuloza je bolest koja se §iri bilo pomocu agenasa koji se primarno
pojavljuju na domacim Zivotinjama lu¢enjem mlijeka ili pojavom agenasa koji
dospijevaju u mlijeko poslije lu¢enja a infekciju izazovu ljudi ili Zivotinje.
U tom kontekstu valja smatrati Sirenje M. tuberculosis bilo kroz bolesno
(inficirano) vime ili kontaminiranjem poslije lu¢enja.

4.1. ZaraZeno vime

Konzumiranje sirovog mlijeka je najvaZniji put prenosa uzro¢nika
tuberkuloze. Guha 1 Sarkar (61)u pregledu studija tuberkuloze u 224
stada u Kalkuti izvjeStavaju o posmrtnim istrazivanjima u kojima je 4,8%
Zivotinja imalo tuberkulozna ostecenja granulomnog tipa u vimenu i dokazan
je M. tuberculosis s ozlijedama. Uzro¢nici humane tuberkuloze ¢ini se uvjetuju
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kratkotrajne infekcije u stadu (47, 62). U takvim slu¢ajevima stado moZe
izlu¢ivati uzro¢nika u mlijeku iz prividno zdravog vimena (63,65). Bilo je
malo izvje$taja o kravama bez simptoma koje su izluc¢ivale virulentan M.
tuberculosis u mlijeku poslije inokuliranja (66) i prirodne infekcije (67).
Nasuprot ovome, relativnu otpornost stada prema humanom tipu bakterije
ilustrirao je Schlie sser (65) koji navodi da je poslije intravenozne
injekcije takvog bacila u dvije krave, kontinuirana kontrola mlijeka u razdoblju
3 mjeseca mikroskopskom pretragom i inokuliranjem morske prasadi nije
otkrila nikakvih uzro¢nika tuberkuloze. Ipak, u stadu je doslo do pokusne
tuberkuloze intravenoznim injiciranjem M. tuberculosis $to je zavr$ilo nizom
sindroma perakutne tuberkuloze pluca do progresivne opce tuberkuloze (68).
Pojava M. tuberculosis u mlijeku ¢ak i ako nema infekcije vimena ne moZe
se iskljuciti. U jednom je slu¢aju mlijeko tuberkulin pozitivnih krava
sadrzavalo ¢ak 110 sojeva uzro¢nika tuberkuloze humanog tipa (69).
Appuswamy et al (70) izvijestili su o prisutnosti M. tuberculosis iz
tuberkulin pozitivnih muzara. Ovo je moZda posljedica ¢injenice da M.
tuberculosis rijetko izaziva otvorenu bolest stada, ali dodir s inficiranim
radnicima na farmi moZe dovesti konverziji tuberkulina (67). Ipak, raniji
napori Mallick etal. (71) da izoliraju bacile tuberkuloze iz 101 uzorka
sirovog mlijeka pomuzenog iz muzara koje su reagirale na tuberkulin nije
bilo uspjesno.

4.2. Kontaminacija poslije lu¢enja

Za M. tuberculosis kontaminacija mlijeka poslije lu¢enja je od najvece
vaznosti. M. tuberculosis moZe direktno dospijeti u mlijeko od muzaca i
drugih radnika koji barataju oko mlijeka te moZe dospijeti do potrosac¢a kao
i drugi patogeni iz mlijeka, Ulaz M. tuberculosis u mlijeko fekalnim tvarima
je takoder jedna od mogucénosti (72). Mikroorganizam se ne razmnaZa u
mlijeku. Drugi izvor M. tuberculosis je kontaminiranje preko inficiranog
osoblja naroc¢ito onih koji pate od otvorene tuberkuloze pluca. Uzro¢nik
infekcije se prenosi u kapljici nastaloj na zraku koju su proizveli plu¢ni
bolesnici koji kaslju, kisu, govore ili pjevaju. Do njih moze doci i1
manipuliranjem s ranama ili tvarima sekrecije u blizini. Jezgra kapi je malena
(1-5 pm) koji promaja u svakom zatvorenom prostoru moZe odrZavati u zraku
za dugih vremenskih razdoblja. Kad se jednom oslobode domacina one se
dispergiraju u prostoriji, Riley et al. (73) su pokazali da je u prosjeku podrucje
s tuberkuloznim bolesnicima sadrZalo jednu infektivnu Cesticu na svakih
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15000-20000 stopa® zraka. Pacijenti s tuberkulozom grla dispergirali su
infekcioznu &esticu na svakih 200 stopa® zraka.

Priroda infekciozne cestice takoder je bila predmetom nesuglasica.
Cornet (74) je smatrao da je glavni izvor infekcije praSina, ili to nastaje
iz suhe pljuvacke ili odjeca kontaminirana kapljicama izba¢enim prilikom
kasljanja. Flugge (75) s druge strane smatra da su bacili bili
rasprostranjeni u obliku vlaZnih kapljica koje izbacuju tuberkulozni pacijenti
prilikom govora, ka$ljanja i kihanja. Wells (76) je zabiljeZio da tekuci
sastav malih kapljica brzo ishlapi, ostavljajuci suha “sredista kapljica” koja
su bila dovoljno malena da ostanu u zraku suspendirana tijekom znatnog
razdoblja.

Kolesnik (77) doveo je u korelaciju prisutnost M. tuberculosis u
mlijeku s prevladavanjem tog mikroorganizma medu zaposlenima na farmi.

5. Pojavljivanje

5.1. Zbirno mlijeko

Pojava mikobakterija u mlijeku svraca pozornost javnog zdravstva te
planera i administratora zdravlja Zivotinja. Eissa et al. (78) je analizirao 45
uzoraka kravljeg mlijeka i 42 uzorka bivoljeg u Egiptu te izolirao samo 2
soja M. tuberculosis iz svakog tipa mlijeka. Nassal (79) je izvijestio da
je u 40 svjeze inficiranih stada 4,7% uzoraka mlijeka pomuzenog od takvih
muzara sadrZalo M. tuberculosis humanog tipa. Donchenco (80) je
1972. analizirao 248 sastavljenih uzoraka mlijeka i izolirao M. tuberculosis
samo iz 0,6-1,7% takvih uzoraka. Pojava M. tuberculosis je sigurno umanjena
zahvaljujuci unapredenjem stoc¢arske prakse. Prije 1960-tih u sirovom se
mlijeku M. ruberculosis uvijek pojavljivao u vecem broju (81-83). Primjeceno
je da u prosjeku 7% farmi dostavlja mlijeko koje sadrzi M. tuberculosis.
Kolesnik (77) je pokazao da je pojava M. tuberculosis na farmama za
koje se pretpostavljalo da su ¢iste bila zacudujuce visoka (9,7%). Tijekom
analize 356 uzoraka mlijeka s trzi§ta i mljekara u USSR, Saulita (84) je
pokazao da su samo 4 uzorka sadrZzala M. ruberculosis.

Izvjestaj iz VarSave, Poljska (85) ukazao je da je od 348 uzoraka mlijeka
s trZista 38,5% sadrzalo uzro¢nik tuberkuloze humanog tipa. Schliesser
i Unertl (86) izolirali su 84 soja M. tuberculosis iz 572 uzorka sirovog
mlijeka uzetih iz kanti, zbirnog mlijeka iz spremnika i kartonskih kutija. U
posljednje vrijeme pojava je M. tuberculosis u sirovom mlijeku relativno
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manja. Appuswamy et al. (70) su 1980. analizirali 308 uzoraka sirovog mlijeka
s organiziranih farmi i mlijaka s trZista i otkrili 3 soja M. tuberculosis.

5.2. Mlijeéni proizvodi

Pojava M. tuberculosis u sirovom mlijeku je dobro utvrdena, a nekoliko
pregleda dovelo je otkrivanju njegova prisustva u mlije¢nim proizvodima.

Guindi etal (87)izvijestili da niti jedan od 300 uzoraka mlije¢nih
proizvoda nije sadrZzao M. tuberculosis. Ali 1959. Katrandzhiev (88)
primijetio je da su od 105 uzoraka maslaca tri sadrzala M. tuberculosis. Prema
D avis-u (89) M. tuberculosis se nalazi u sirovoj smjesi za sladoled od
svjezih ili nedovoljno zagrijavanih sastojaka mlije¢nih proizvoda i preZivjet
¢e u smrznutom i tvrdom sladoledu osim ako je smjesa ucinkovito
pasterizirana. Osim toga, najbolji sladoled, onaj od vrhnja, punomasnog
mlijeka tid. najvjerojatnije je tip koji ¢e udomiti patogene. Od svih mlije¢nih
proizvoda siru je posvecdeno najvi§e paZnje obzirom na prisutnost M.
tuberculosis. Ako antibiotici koje u siru proizvode neki mikroorganizmi zrenja
ili plijesni (90, 91) ne igraju ulogu, moze se odéekivati dugotrajno
prezivljavanje M. tuberculosis. Na taj mikroorganizam, zbog otpornosti,
vjerojatno manje utje¢e pH sira.

Hammer i Babel (92) navode pregled izvjestaja o preZivlja-
vanju M. tuberculosis u nizu vrsta sira te su zakljucili da je tip sira bio ¢inilac
koji je utjecao na preZivljavanje. Sir kontaminiran s M. tuberculosis bio je
izaziva¢ infekcije poslije 180 dana (Camembert), 220 dana (Cheddar) i 305
dana (Tilsit). Hahn (93) takoder je izvijestio da je Zivotna sposobnost M.
tuberculosis znatno varirala u razli¢itim sirevima. Virulentni su mikroorga-
nizmi bili prisutni u Cammembert-u i edamcu poslije dva i vise mjeseci. U
siru ementalcu opao je broj bacila tuberkuloze poslije grijanja grusa pri 55°C.
Hahn (93) je analizirao Sest ementalaca pripremljenih iz umjetno
inficiranog mlijeka, jedan od njih je izazvao tuberkulozu 8 morske prasadi
inficirane poslije 3 mjeseca zrenja. Iotov i Todorov (94) su otkrili
virulentne uzro¢nike tuberkuloze u bugarskom bijelom siru od umjetno
inficiranog mlijeka poslije 120 dana skladi§tenja. Meyer et al. (90)
izvjestavaju da su zamijetili opadanje broja uzro¢nika tuberkuloze tijekom
prva 4 tjedna zrenja ementalca i grijera i brzi rast bakterija propionske kiseline
koje su proizvodile aktivnu bakterijsku tvar protiv uzro¢nika tuberkuloze.
Proizvodnja plavog sira od mlijeka inficiranog umjetno s M. tuberculosis u
koli¢ini 10%ml otkrilo je opadanje broja mikroorganizama tijekom zrenja,
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narocito tijekom prvog i drugog tjedna, ali bio je jo§ prisutan poslije 3-4
mjeseca.

Pregled Obigera et al. (95) konstatira da francuske vrste mekog sira nisu
ukazale na prisustvo M. tuberculosis i potvrdeno je da njemacki potrosaci
nisu bili u opasnosti od zaraze tuberkulozom francuskim mekim sirom.

6. Patogenost za ¢ovjeka i simptomi

Tuberkuloza se javlja u svim starosnim skupinama ljudi. Te$ko je
naznaciti koliko mlijeko i Zivotinje proizvodaci mlijeka doprinose morbidnosti
i smrtnosti ljudi, ali uzro¢nik tuberkuloze koga ima i u mlijeku moze izazvati
oboljenje gotovo svakog organa. Kao rezultat primarne tuberkuloze obi¢na
su mjesta infekcije tonzile, limfni ¢vorovi, bubrezi, reproduktivni organi te
skeletni i gastrointestinalni sustavi. OStecenje izazvano u organu primarno
je srediSte pa se o njemu, zajedno s infekcijom podru¢nih limfnih ¢vorova,
izvjestava kao o “primarnom kompleksu”. U nekim je slu¢ajevima, narocito
u infekciji tonzila, primarni fokus vrlo malen, a jedino su vidljivi prosireni
limfni ¢vorovi. Limfni ¢vor se ¢e$ce pojavljuje kod djece nego kod odraslih
i veci je. Neovisno o na¢inu prenosenja, ¢esce se javlja infekcija pluca, a
postoji sklonost da se tuberkulozne bolesti svrstava kao pluéne i izvan pluca.

6.1. Pluéna tuberkuloza

Bolest je uvijek kroni¢na. Obi¢no nema simptoma ili se rentgenske
promjene veZu s prvim naseljavanjem uzro¢nika tuberkuloze u pluca covjeka.
Tako inficirane osobe se obi¢no ne otkriju osim ako ih ne otkriju programi
testiranja koZe tuberkulinom.

Priblizno 5-10% primarno zarazenih osoba razvije klini¢ku tuberkulozu
unutar 2 godine. Razdoblje inkubacije vrlo varira i moZe se protegnuti od
nekoliko tjedana do vise mjeseci. Simptomi ovise o napadnutom organu, a
domacin reagira na infekciju. Kad se pojave crvene kvrzice na kozi, znak je
da je do infekcije doslo nedavno. Dodatnih 5-10% primarno zarazenih osoba
oboli jednom kasnije u Zivotu. Nastup bolesti je obi¢éno podmukao, a patogeni
procesi mogu napredovati u vece dijelove jednog ili oba pluca prije no 3to
simptomi postanu dovoljno oStri da navedu bolesnika da potrazi lije¢nika.
Najranije prituZbe su slabost, gubitak teZine 1 ka3alj. MoZe se pojaviti 1
groznica, iako prikrivena, a na nju valja sumnjati kad se javi no¢no znojenje.
Ako se javlja pljuvacka, ona moZe biti zelena, Zuta ili krvava. Obilno pljuvanje
krvi ili manje koli¢ine gotovo ¢iste krvi takoder se mogu vidjeti u pljuvacki.
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Bol u grudima ili bol porebrice mogu se pojaviti ¢ak i kad nema infuzije
porebrice. Depresija, bol u trbusnoj Supljini, gubljenje teZine, kao i glavobolja
pojavljuju se u razli¢itim kombinacijama i mogu biti toliko znatne da ih ni
klini¢ar nece smatrati primarnim poremecajem pluca. Anemija Zena moZe biti
dovoljno signifikantna da izazove prekid menstruacije. Pote§koca disanja,
izazvane o$tecenjem funkcije pluca primjecena je kod pacijenata s pluénom
tuberkulozom i povezana je s razaranjem parenhima pluca izazvanog bilo
procesom nekroze bilo pluénom groznicom, emfizemom ili bronhitisom, koji
se ¢esto otkrivaju.

U rijetkim slu¢ajevima pacijent boluje od tuberekulozne upale pluca s
vi§im groznicama, slabosti, teskim disanjem i krajnom toksi¢nosti. Cesto se
primjecuje izostajanje disanja. Taj oblik bolesti rezultat je Sirenja uzro¢nika
tuberkuloze bronhija iz sirastog podru¢ja u kome je doslo do pretvaranja u
tekuce stanje. PoteSkoca s larinksom, velikih bronhijama i mukoznim
membranama $irokih puteva za zrak gotovo uvijek je povezena s ekstenzivnim
pluénim poteskocama i stvaranjem praznina. Do plucnog izlijeva moZe doci
bilo kada u toku bolesti. Ako do toga dode neposredno poslije pocetne
infekcije radiografskim pregledom grudi ne mora se otkriti te§koca pluca.
Bacili u pljuvacki mogu izazvati tuberkulozne ¢ireve u grlu, ustima,
gastrointestinalnom traktu i na ¢maru.

6.2. Tuberkuloza izvan pluca

KoZni tuberkulin test moZe biti negativan. Groznica nepoznatog porijekla
moZe biti tuberkuloza izvan pluca i govori se da se javlja u 10% bolesnika.
MoZe se opaziti i niz hematoloskih anomalija.

Bolesnici se genitalno-urinarnom tuberkulozom obi¢no mokre ¢esce,
teSko, krvavo ili bolno, ali niz tih pacijenata nema simptoma vezanih uz
mokraéni trakt.

Tuberkulozni peritonitis obi¢no izaziva manje od 5% svih slu¢ajeva
perikarditisa i ne pokazuje znakove ili simptome po kojima bi se razlikovala
od ostalih akutnih i kroni¢nih perikarditisa. Tesko disanje, ote¢eni zglobovi,
kaSalj i bol u grudima obi¢no su razlog Zalbe.

Rani simptomi bolesnika od tuberkuloznog meningitisa su glavobolja,
mentalne promjene i groznica.

Milijarna tuberkuloza kakva je bila primijecena u razvijenim zemljama
¢edce se javlja kod odraslih nego kod djece, ali obratan je slu¢aj u zemljama
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u razvoju. Ona je vrlo dobro poznat uzro¢nik zamr$ene groznice. Drugi
simptomi nisu specifi¢ni i uklju¢uju gubitak teZine, nocno znojenje, glavobolju
i bol u abdomenu.

Tuberkuloza ljudi je vrlo varijabilna u klini¢kim o¢itovanjima, ali ipak
postoji osnovni slijed dogadaja kako o tome referira Wallgren (96) kao
o “rasporedu sati tuberkuloze”.

7. Epidemiologija

Tri indikatora koriStena u utvrdivanju i ocijeni epidemioloskog statusa
tuberkuloze u razli¢itim fazama njegova razvoja su omjer smrti, obim
okolnosti tuberkuloze te pojava i uzimanje maha bolesti u posljednje vrijeme.

Tuberkuloza se jo§ uvijek stavlja u red glavnih uzro¢nika smrti medu
zaraznim i parazitarnim bolestima. Podaci koje je prikupio Lowell (97) ukazali
su da je tijekom 1971.-1972. tuberkuloza bila &etvrti vodeci uzrok smrti u
zemljama podrucja jugo-isto¢ne Azije, dok je u Europi bila na 13-om mjestu.
Svjetski omjeri smrtnosti tuberkuloze djece mlade od 5 godina dostizala je
od 0,1 na 100.000 populacije u Kanadi, Nizozemskoj i Madarskoj do
izvanredno visokog omjera od 17,2 u Filipinima i 18,5 u Peru gdje je
zabiljeZen najvisi omjer. Uz malo iznimaka bio je odnos smrti dva ili vie
puta veci za muskarce nego za Zene. Ova bolest uzrokom je bar 3 milijuna
smrti svake godine. Od 20 milijuna slu¢ajeva tuberkuloze u svijetu godis$nje
se pojavi jedan milijun novih slu¢ajeva svake godine. Najveci omjer pojave
tuberkuloze u svijetu i dalje se navodi za zemlje Azije i otoka u Pacifiku.
Omjeri su za te predjele dostigli nevjerojatno visoke razine od 300-500 na
100.000 populacije (Macuo 523,7, Burma 450,0, Filipini 337,4, Republika
Koreja 313,1, Isto¢ni Tima 312,7). U nizu afri¢kih zemalja omjeri su takoder
vrlo visoki (Swaziland, Lesotho, 163,5, Combros 174,2). NajniZi omjeri
pojave tuberkuloze zabiljeZeni su za zemlje u kojima se uspjesno primjenjuju
mjere kontrole bolesti niz godina (Australija 11,6, Danskal3,6, Nizozemska
18,7, Kanada 18,3). Ovi se podaci odnose ve¢inom na godinu 1971. Godina
1980. izvjestava se o 27.669 slucajeva tuberkuloze u SAD, a omjer je bio
12,6 na 100.000 populacije. Daljnje opadanje slu¢ajeva tuberkuloze
primijecdeno je 1990. i navodi se broj oko 13.604. Prema izvjestaju
CDCMMWR (98) procjena pojave i omjer smrtnosti svih oblika tuberkuloze
u zemljama u razvoju bio je:
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Geografska lokacija Procjenjen omjer Smrt
na 100.000 populacije
Afrika ispod Sahare 229 104
Istoéna i Juzna Azija 174 58
Sjeverna Afrika i Zapadna Azija 120 37
Juzna Amerika 120 42
Centralna Amerika i Karibi 120 57
Ukupno 171 61

Geografski su predjeli s najviSe obima infekcije isto¢ni rub Azije, indijski
podkontinent, jugo-isto¢ni dijelovi Afrike, jugo-isto¢na Europa.

Prije uvodenja uc¢inkovitih ljekova, godi$nji obim pomora od tuberkuloze
bio je dobar indikator pojave bolesti, ali poslije uvodenja kemoterapije paZnja
je skrenula otkrivanju sluéajeva aktivne tuberkuloze analizom pljuvacke i
radiografijom mase. U skladu s tim sad se epidemioloske studije temelje
obi¢no na odredivanje “godidnjeg obima infekcije” ili “godiS$njeg rizika
infekcije”. Pregledi testiranja tuberkulinom u Stuttgartu navode da je rizik
infekcije oko 0,3 na 1.000 djece.

Ako ne postoji specifi¢an program kontrole tuberkuloze na pojavu bolesti
mogu utjecati mnogi faktori uklju¢ujuéi gustoéu populacije, obim pretrpanosti
1 opc€i Zivotni standard te brigu o zdravlju.

Pojava tuberkuloze osoba koje su tuberkulin pozitivne, odnosno, koje
su prethodno bile u kontaktu s M. tuberculosis je veci medu onima izloZzenim
izvorima infekcije nego medu onima koji to nisu bili, $to ukazuje da je moguca
ponovna infekcija (99). Osim toga, sojevi otporni prema lijeku se nekada
izoliraju iz nelije¢enih bolesnika koji su prvu infekciju zadobili prije unosa
antituberkuloznih agenasa (100) i bakterija razli¢itih tipova faga koje se
izoliraju tijekom uzastopnih napada tuberkuloze na istog pacijenta (101).

Neke epidemioloske studije ukazuju da su mnogi slucajevi poslije
primarne tuberkuloze izazvani endogenim reaktiviranjem (102). Canetti (103)
isti¢e da je u zemljama s malo tuberkuloze vecina slu¢ajeva kasnije
tuberkuloze vjerojatno endogenog porijekla (104). U takvim se podrucjima
vecdina infekcija desi djeci, a slu¢ajevi odraslih su gotovo svi uzrokovani
kasnijim infekcijama. Kad bolest prevladava u takvim podruc¢jima ona se
ubrzo reducira antituberkuloznom kampanjom te pojava tuberkuloze odraslih
zacudo opada (105).

Osobe koje potiskuju imunost izloZene su riziku oboljenja od
tuberkuloze. Oni uklju¢uju primaoce transplantata, oboljele od maligne bolesti
i, u novije vrijeme, one sa sindromom ste¢enog nedostatka imuniteta (AIDS)
(106,107).
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Manje tuberkuloze u zajednici vjerojatno je razultat umanjene svijesti
o bolesti. U jednom britanskom pregledu (108) smatra se da je nedovoljna
medicinska paZnja doprinjela u 149 od 263 slu¢aja smrti od tuberkuloze.
Propust dijagnoziranja tuberkuloze jo$ uvijek vodi nepotrebnim umiranjima.

8. Terapija

Lijecenje tuberkuloznih pacijenata kemoterapijom i povecanje zastite
domacina su vaZne linije pristupa koje valja izvoditi pod medicinskim
nadzorom.

8.1. Kemoterapija

Uvodenjem kemoterapije postale su infekcije s M. tuberculosis izljecive,
a mogle su se i predusresti. Tvrdi da se redovna kemoterapija standardnim
lijekovima pod strogim nadzorom lije¢nika mozZe biti 100% uspjes$na za
pacijente s osjetljivim bacilom tuberkuloze prema upotrebljenom lijeku.

Lijekovi koji se upotrebljavaju protiv tuberkuloze su rifampin, izoniazid,
pirazinamid, streptomicin, etmbutol i tiacetazon. Drugi, koji se Kkoriste rjede
uklju¢uju etionamid, cikloserin, kapreomicin, kanamicin, viomicin i
paraminsku salicilnu kiselinu (PAS).

8.2. Povecéane obrane domaéina

Kako tuberkuloza prevladava medu ljudima podvrgnutim prevelikim
naporima te nedovoljno ishranjenim, dobar je prehrabeni program najbolji
pristup povecanju otpornosti tih ljudi. Dopuna ishrane multivitaminima se
obi¢no primjenjuje za takve bolesnike. Ipak, uloga nekih fermentiranih mlijeka
s inhibitornim utjecajem na M. tuberculosis bila je povodom mnogim
radnicima da savjetuju konzumiranje tih proizvoda (109-115). Jedno je
proucavanje oznacilo da je antituberkulozni faktor izoliran iz sirutke u prirodi
lipofilan (111). Vecina prou¢avanja antituberkuloznog faktora koncentrirana
je na acidofilno mlijeko, sirutku, mlije¢nu kiselinu i kumis. U usporedbi
izmedu acidofilus sirutke i mlije¢ne kiseline je prvo bilo u¢inkovito. Takoder
se primijetilo da morska prasad hranjena acidofilnim mlijekom 10-12 dana
prije intramuskularne injekcije M. tuberculosis oboljela od opce, ali manje
oStre tuberkuloze od kontrolnih Zivotinja koje nisu hranili acidofilnim
mlijekom.

U prouc¢avanjima antibioti¢kog djelovanja Lactobacillus acidophilus na
M. tuberculosis Tomic¢-Karovic etal (112)su zakljucili da acidofilna

227



FIL / IDF Mljekarstvo 47 (3) 208-238, 1997.

sirutka in vitro djeluje jace baktericidno od acidofilnog mlijeka. I acidofilna
sirutka i acidofilno mlijeko in vivo djeluju inhibicijski na M. tuberculosis.
Cini se da je baktericidna snaga ovisna o soju mikobakterija. Primjetilo se u
prisustvu jogurta ugibaju humani i bovini tipovi unutar 8 sati dok sojevi tipa
peradi nisu stradali.

Medu tipovima fermentiranih mlijeka antituberkulozno je svojstvo
smjesteno oko kumisa. Tvrdilo se da tip kvasca, naime, Candida, 3to se koristi
za vrenje mogao bi biti vazniji u usporedbi s tipom mlijeka za komis (110).
Goldstein et al. (114) prouc¢avali su utjecaj kumisa u ishrani na
metabilizam vitamina i aktivnosti serum transaminaze bolesnika s pluénom
tuberkulozom. Zaklju¢ili su da kumis (bilo od kravljeg ili bivoljeg mlijeka)
kao terapija ispravlja nenormalnosti vitamina koje se javljaju u tuberkuloznim
pacijentima. Kumis od kravljeg mlijeka ¢ak u razrijedenju 1:320 kocio je rast
M. tuberculosis. Shaming et al. (116) naglasavaju da kumis dobro
toleriran, signifikantno poboljSava zdravlje bolesnika i umanjuje popratne
ucinke izazvane aktivno$cu bakterija. Preporucavalo se da se koristi kao jedno
od sredstava u ranim fazama kompleksnog lijecenja pacijenata oboljelih od
pluéne tuberkuloze. Kumis od kozjeg mlijeka pripremljen cijepljenjem
Lactobacillus acidophilus i Saccharomyces fragilis povecali su teZinu tijela
Cetiri pacijenta oboljela od pluéne tuberkuloze (117). U tom proucavanju je
davanje kumisa poboljalo obim sedimentacije eritrocita te broj R.B.C. i
W.B.C. u krvi.

9. Kontrola i sprecavanje

Tako mikroorganizam raste polagano, uvjetuje tvrdoglavu infekciju. Zbog
toga je trebalo prihvatiti spre¢avanje i kontrolu ove bolesti svojstvenim
nadzorom i svladavanjem mikroorganizma. Ipak, ishod ovisi o socijalno-
ekonomskim ¢iniocima.

9.1. Opca higijena

Tuberkuloza se najvise pojavljuje u siromasnijim urbanim sredinama
koje su pretrpane, gdje je smjestaj u kucama los, a prehrana losa. Ali ¢ak iu
tim sredinama infekcije su ¢eSce u obiteljima u kojima je zaraZzen jedan
odrastao. Ipak, javnost valja poduciti da je rano raspoznavanje tuberkuloze
pluca (kasalj koji ne prestaje, pljuvanje, nekad pljuvanje krvi, groznica i
znojenje) ima prednosti i za bolesnika i za njegovu obitelj. Izbjegavanje
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otvorenog kasljanja ili pljuvanja sada je postalo dobra praksa. Dobri higijenski
standardi, osvjetljenje i zratenje moraju se uzeti u obzir.

Za usvajanje higijenskih mjera prema mljekarskim pretpostavkama valja
promatrati prijenos M. tuberculosis kapljicama iz zraka. Zbog toga su tehnike
kojima se umanjuje broj kapljica u sobnom zraku uc¢inkovite u spre¢aanju
prenosa tuberkuloze zrakom. Provjetravanje svjezim zrakom narocito je vazno,
a poZeljno je 6 ili viSe izmjena zraka u satu. Mehani¢ko prozracianje i
ultravioletno osvjetljavanje su metode kontroliranja zraka (118,119). Broj
Zivih $tapica tuberkuloze u zraku moguce je tako smanjiti u gornjem dijelu
sobe.

Uc¢inkovita antituberkulozna kemoterapija smanjuje broj oslobodenih
bacila u zraku smanjivanjem broja mikroorganizama u pljuvacki i u¢estalosti
kasljanja. Pokrivanjem usta i nosa papirnom maramicom prilikom kasljanja
ili kihanja ili jo§ u¢inkovitije maskom, dobra je praksa za smanjivanje broja
mikroorganizama koji bi se mogli rasprostirati kapljicama dospjelim u zrak.
Kad se koriste maske, one se moraju proizvesti tako da filtriraju kapljice i
oblikovane tako da temeljito prianjaju uz nos i usta.

Sluc¢ajevi pronalaZenja tuberkulinskim testiranjem mogu stvarati temel;
mjera spre¢avanja i koristiti u prekidanju lanca prenosenja tuberkuloze.
Mantoux ili Heaf pokus koristenjem derivata pro¢ic¢ene bjelan¢evine
(PPD) izvodi se pomocu tih autoriteta. Testiranje tuberkulinom pokazalo se
vrlo korisnim u pregledu pojavljivanjau populaciji ljudi, naro¢ito medu djecom
prije masovnog cijepljenja BCG. Horne (120) je savjetovao masovnu i
selektivnu radiografiju za oktrivanje sublini¢kih T.B. slu¢ajeva. Selektivne
skupine su bile karakterizirane kao skupina s velikim prinosom, opasna
skupina i posebna skupina. Prva skupina uklju¢uje op¢e medicinske i
veterinarske prakti¢are, koji dolaze u dodir sa slu¢ajevima infekcije,
stanovnikom kuca za smjestaj, zatvorenicima i imigrantima. Opasna skupina
uklju¢uje lije¢nike, medicinske sestre, zdravstvene pomocnike, osoblje
mikrobiolo$kog i patolo§kog laboratorija, mrtvozornike, javne transportne
radnike, osobe u sluzbi proizvodnje, prerade, skladiStenja i distribucije mlijeka
do osoblja koje barata hranom. Rentgenski pregledi specijalnih skupina poput
populacije lokalizirane epidemije i odrasli preko 45 godina starosti u
zajednicama s visokom zastupljenosti bolesti takoder su zastupljeni (120).

Bolesnici s otvorenom tuberkulozom trebaju se njegovati u standardnim
uvjetima izolacije dok pljuvacka ne postane negativna za bacile otporne prema
kiselini. Tek poslije toga bolesniku se moZe dopustiti kuéno lijecenje
kemoterapijom.
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9.2. Dezinfekcija

Bilo je poku$aja razaranja M. ruberculosis fizi¢kim i kemijskim
sredstvima. Svjetlost razara kulture tijekom 2 sata. Tuberkulozni proizvodi
sudeni u odjeci i izloZeni dobrom danjem svjetlu 30 sati ne mogu zaraziti
morsku prasad. Ultravioletne zrake brzo ubijaju mikroorganizam. Susenje u
obi¢no osvjetljenoj sobi je fatalno za oko 40 dana. Mikroorganizam je vrlo
otporan prema kemijskim dezinficijensima i izdrZava izlaganje 5%-tnom
fenolu nekoliko sati. Vodikov superoksid se smatrao letalnim (121).
Mikobakterije je dobro sterilizirao klor, kloramin, Na-sol dikloroisotiocianove
kiseline u znatnim dozama (122).

9.3. Hladenje mlijeka

M. tuberculosis ne izumire u mlijeku drZanom pri niskim temperaturama
tijekom duljih razdoblja (123). Istovremeno mlijeko ne sadrZi sastojke koji
bi pogodovali rastu M. tuberculosis i mnogim mikroorganizmima koji djeluju
jedni na druge i pojavljuju se u mlijeku te mogu vrlo brzo prerasti ostale.
Vrlo dugo trajanje generacije M. tuberculosis je dobro poznato. Zato $§to
mikroorganizam ostaje Ziv u mlijeku on se nalazi Ziv u mlije¢nim proizvodima
poput sira i maslaca proizvedenim od njega. U tim proizvodima M.
tuberculosis moze ostati Ziv nekoliko tjedana.

9.4. Zagrijavanje mlijeka

U doba pripremanja standarda pasterizacije M. tuberculosis se smatrao
najotpornijim patogenim mikroorganizmom Kkoji je vjerojatno prisutan. Zato
je postupak zagrijavanja (kombinacija trajanje-temperatura) potreban za
unistenje bacila tuberkuloze prvi odredeni faktor pri postavljanju standarda
pasterizacije. Napor koje su poduzeli North i Park (124) u
propisivanju postupka zagrijavanja za razaranje M. tuberculosis bilo
signifikantno. Na temelju svojih proucavanja, zakljucili su da je minimalna
potrebna temperatura 142°F/30 minuta dozvoljavala dovoljno sigurnosti u
odnosu na razaranje M. tuberculosis.

Za HTST pasterizaciju koja se sad opcenito koristi, u razvoju
odgovarajucih mehanizama koji mogu osigurati prikladan postupak za svaku
Cesticu mlijeka izazvalo je nesklonost dijela sluzbenika u kontroli mlijeka
prihvacanju metode. To je nesto otklonilo rano prihvatanje.

Efikasnost razaranja M. tuberculosis pasterizacijom kombiniranjem
trajanja-temperature provjeravano je bilo uzgojnom ili bioloSkom metodom
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(125-127). Opcenita je suglasnost proizasla iz ¢injenice da pasterizacija bilo
LTLT i HTST, ako je propisno provedena, razara M. tuberculosis (127).
Pasterizacija mlijeka LTLT postupkom smatrala se nesto u¢inkovitijom od
HTST (128).

Razaranje M. tuberculosis u vodi ili mlijeku smatra se identi¢nim prema
izvjestajima (129). M. tuberculosis H 37 RV kada je grijan u sterilnom mlijeku
u epruveti pri 62,8°C 30 minuta ili pri 71,7°C tijekom 15 sekundi nije preZivio
(130). Cini se da je sustav mlijeka vaZan za razaranje M. tuberculosis.
Donchenko et al. (131) preporucuju za mlijeko deve ne$to intenzivnije
zagrijavanje (85°C/30 min ili vrenje mlijeka tijekom 5 minuta) za uniStavanje
M. tuberculosis. Povecanjem koncentracije vrhnja (do 45%) u mlijeku zavrsilo
je preZivljavanjem M. tuberculosis H 37 RV (132). Filtriranje mlijeka za
pasterizaciju smatralo se vaznim korakom u uklanjanju M. tuberculosis.
Nefiltrirano mlijeko uvjetovalo je 100%-tnu infekciju morskog praseta, nakon
Sto je zagrijavano 2-20 sekundi pri 70°C. Pavlas (133) je ranije smatrao
da je u prirodno kontaminiranom mlijeku koje nije bilo organolepticki bez
primjedbe i koje je sadrzalo pahuljice, bacil tuberkuloze bio otporan prema
zagrijavanju 60 sekundi pri 85°C. Zbog toga su uklanjanje grubih necistoca
iz mlijeka i odbijanje organolepticki anormalnog mlijeka bitne mjere
uc¢inkovitog izdvajanja uzro¢nika tuberkuloze iz trgovackog pasteriziranog
mlijeka. Pribavljanje mlijeka dobre kvalitete dovelo je razaranju uzro¢nika
tuberkuloze HTST pasterizacijom mlijeka (128) pa se navodi da preZivljavanje
bacila tuberkuloze moZe biti posljedica njihovog zasti¢ivanja tijekom
zagrijavanja flokuliranim bjelan¢evinama i povecanom zastupljenosti
somatskih stanica u mlijeku krava koje boluju od tuberkuloze.

Prilikom pasterizacije valja jamciti potrebnu opreznost:

I Neispravna ili manje stroga pasterizacija zbog greSaka u mjerenju
trajanja, naroc¢ito kada su intervali izlaganja kratki pri temperaturama iznad
65,6°C.

IT Nedovoljno mijeSanje koje dozvoljaa stvaranje opne (denaturirane
bjelan¢evine) na povrsini mlijeka dozvoljaa zastitu stanica ukljuc¢enih u opne.

ITI Neuspjeh u odrzavanju temperature pjene na povrsini mlijeka.
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