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Pregledni rad

Prema podacima Svjetske zdravstvene organizacije tre}ina svjetske populacije
inficirana je s M. tuberculosis te je bolest koju on uzrokuje, tuberkuloza, jedna
od najva`nijih infektivnih bolesti dana{njice. Brza, dostupna i pouzdana dijag-
nostika izrazito je va`na u prekidanju lanca prijenosa te suzbijanju zaraze.
Klasi~na laboratorijska dijagnostika, koja se sastoji od direktne mikroskopije,
kultivacije te testa osjetljivosti, u posljednjih je desetak godina dobila zna~ajnu
podr{ku u novim molekularnim testovima. Nakon brojnih hibridizacijskih
testova, pravu je revoluciju 2010. godine donio test Xpert MTB/RIF, automa-
tizirani sistem koji u dva sata direktno iz klini~kog uzorka mo`e detektirati M.

tuberculosis te rezistenciju na rifampicin. U novije vrijeme umjesto ko`nog tes-
ta sve se vi{e koriste IGRA testovi za otkrivanje latentne infekcije. Trenutno se
najvi{e radi na brzom, pouzdanom i jeftinom "point-of-care" testu kojim bi se
tuberkuloza mogla dijagnosticirati kod prvog susreta bolesnika s lije~nikom. 

Microbiological diagnostics of tuberculosis from Koch to "point-of-care"

test

Review article

According to the World Health Organization, one third of the world's population
is infected with M. tuberculosis, making tuberculosis, the disease it causes, one
of the most significant infectious diseases. Quick, accessible and reliable diag-
nostics is a key in breaking transmission chains and preventing infection. In the
last 10 years, new molecular tests have considerably supported classical labora-
tory diagnostics that include microscopy, cultivation and drug susceptibility
testing. In 2010, a revolutionary new test Xpert MTB/RIF was introduced. This
closed system simultaneously detects M. tuberculosis and its resistance to ri-
fampicin directly in clinical samples. Recently, there has been an increase in us-
ing IGRA tests (instead of skin test) to detect latent infection. The current focus
of interest is the development of a rapid, reliable and inexpensive point-of-care
test that could enable diagnosis of tuberculosis during the patient's first visit to
the doctor.

Uvod

Tuberkuloza je kroz povijest, a i danas, jedan od
vode}ih pojedina~nih uzroka smrti od zaraznih bolesti.
Iako prati ljudski rod od davnine, u 17. stolje}u zapo~inje
veliki epidemijski val s visokim pobolom i smrtnosti.
Godine 1882. Robert Koch otkriva uzro~nika tuberku-
loze, Mycobacterium tuberculosis (M. tbc), a kratko na-
kon toga i metodu bojanja bacila ~ine}i ga time vidljivim
pod svjetlosnim mikroskopom. Taj doga|aj predstavlja
ro|enje dijagnostike tuberkuloze. Tuberkulozu uzrokuju
vrste koje su ~lanovi M. tuberculosis kompleksa (MTBC),
dominantno M. tuberculosis, a znatno rje|e M. bovis, M.

africanum, M. canettii ili M. caprae. Druge dvije vrste, M.

microti i M. pinnipedii su gotovo isklju~ivo uzro~nici bo-

lesti u drugih vrsta, M. microti u glodavaca, a M. pinni-

pedii u tuljana [1]. Pristup u borbi protiv tuberkuloze mo-
ra biti multidisciplinaran. Uz klini~are i epidemiologe, vr-
lo je va`na uloga laboratorija. Brzo otkrivanje samog
uzro~nika dovodi do pravovremene reakcije svih stru~nja-
ka uklju~enih u kontrolu bolesti. Premda se smatra da ova
"stara dama" pripada pro{losti, pokazatelji kako iz
Svijeta, a tako i Hrvatske govore druga~ije.

Tuberkuloza u Svijetu

Iako je uzro~nik tuberkuloze poznat vi{e od 130 godi-
na, a postoje i djelotvorni lijekovi, ipak je prema procjeni
Svjetske zdravstvene organizacije (SZO) u 2012. godini
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raciji SZO [2, 3]. Tako i u izvje{}u SZO za 2013. godinu
stoji da je tuberkuloza jedan od vode}ih javnozdravstvenih
problema u Svijetu, a problem rezistentne, posebno MDR
tuberkuloze je u porastu [2, 4]. Brojne me|unarodne inici-
jative, kao {to su programi SZO i Globalnog programa za
tuberkulozu, predstavili su nedavno jo{ ambicioznije cilje-
ve. Za razdoblje "Post-2015", cilj je Svijet bez tuberkuloze
i nijedna smrt uslijed tuberkuloze [5, 6].

Tuberkuloza u Hrvatskoj 

U odnosu na Svijet, s incidencijom od 12,5 na 100 000
u 2012., Hrvatska spada u zemlje s niskom incidencijom
tuberkuloze (Slika 1) [7]. Taj podatak je ohrabruju}i, ali
donosi i nove izazove. Visoki postotak bolesnika s direkt-
no pozitivnim mikroskopskim nalazom govori u prilog
tome da lije~nici ne sumnjaju dovoljno rano na dijagnozu
tuberkuloze jer s njom dolaze u kontakt sve rje|e. Zato je
potrebno odr`ati svijest o va`nosti tuberkuloze te pred-
staviti mogu}nosti pravovremene dijagnostike i pra}enja.
Zabrinjavaju}a je zna~ajno vi{a incidencija u nekim ̀ upa-
nijama u odnosu na ostatak zemlje {to ukazuje na potrebu
poja~ane aktivnosti na suzbijanju prijenosa infekcije [7].
Sveobuhvatni pregled mjera protiv tuberkuloze, od kli-
ni~kog otkrivanja preko laboratorijske dijagnostike do
epidemiolo{kog pra}enja, sadr`an je u Naputku za suzbi-
janje i pra}enje tuberkuloze [8].

U Hrvatskoj postoji dobro definirana mre`a od ukupno
14 mikobakteriolo{kih laboratorija. O godi{njem obimu
rada te izoliranim sojevima M. tbc i netuberkuloznih
mikobakterija (NTM) laboratoriji izvje{tavaju Hrvatski

oko 8,6 milijuna ljudi oboljelo (incidencija 122 na 100 000
stanovnika), a 1,3 milijuna umrlo od ove bolesti [2].
Procjenjuje se da je u oko 3 milijuna ljudi propu{teno
postaviti dijagnozu tuberkuloze {to predstavlja poseban
problem jer je smrtnost od nelije~ene tuberkuloze oko
50 %. Pritom, jedan bolesnik s direktno mikroskopski
pozitivnim nalazom iska{ljaja mo`e zaraziti 10 do 15 no-
vih osoba {to se moglo sprije~iti pravovremenom dijagno-
zom bolesti. Vrlo je va`no kod svake novooboljele osobe
odrediti profil osjetljivosti na antituberkulotske lijekove
(ATL) kako bi terapija bila ciljana i u~inkovita. Na`alost, u
dijelovima svijeta s najve}om incidencijom tuberkuloze,
ispitivanje osjetljivosti na ATL naj~e{}e nije dostupno pa
se procjenjuje da samo oko 5 % bolesnika ima rezultat tes-
ta ispitivanja osjetljivosti. Izazov su lije~enju rezistentni
oblici tuberkuloze, a osobito multirezistentni oblik (MDR,
od engl. multi drug resistant) kod kojeg je prisutna rezis-
tencija najmanje na izoniazid i rifampicin. Podaci iz 2012.
godine pokazuju da je me|u 450 000 bolesnika s rezistent-
nom tuberkulozom u svijetu bilo 94 000 s MDR oblikom
bolesti, a lije~enje nije bilo dostupno za svakog petog bo-
lesnika [2]. Pojava HIV-a po~etkom osamdesetih godina
pro{log stolje}a dala je novi zamah epidemiji tuberkuloze.
Tako u Africi oko 40 % oboljelih od tuberkuloze ima koin-
fekciju HIV-om. Kako HIV ima zna~ajno imunomodula-
torno djelovanje, u oboljelih se stvaraju povoljni uvjeti za
aktivaciju M. tbc. Zbog ovih alarmantnih podataka, mnoge
su se humanitarne zaklade i me|unarodne agencije ak-
tivno uklju~ile u suzbijanje tuberkuloze. Premda su se
zbog opse`nog zalaganja svih uklju~enih o~ekivali iz-
nimni rezultati, zabilje`eni godi{nji pad incidencije od 1 %
ne zadovoljava ciljeve postavljene u Milenijskoj dekla-

Slika 1. Incidencija tuberkuloze u Hrvatskoj od 2000. do 2012. godine
Figure 1.Tuberculosis incidence in Croatia in the period 2000–2012 



Mikrobiolo{ka dijagnostika tuberkuloze od Kocha do "point-of-care" testa

Infektolo{ki glasnik 33:2, 53–58 (2013) 55

V. KATALINI]-JANKOVI] i sur.

zavod za javno zdravstvo (HZJZ) i Nacionalni referentni
laboratorij (NRL) za tuberkulozu. Apsolutni broj pre-
gledanih uzoraka se kretao od 94 864 u 2000. godini do
43 974 u 2012. godini {to predstavlja pad broja uzoraka od
46 %. M. tbc je jo{ uvijek dominantna mikobakterija s
46 264 (92,6 %) izolata, iako broj izoliranih sojeva NTM
pokazuje stalni porast. Od ukupnog broja bakteriolo{ki
potvr|enih bolesnika medijana dobi 54,3 godine, oko
62 % bilo je mu{kog, a 38 % `enskog spola. Za razliku od
nekih dijelova Svijeta gdje zna~ajan dio bolesnika ima
rezistentni oblik bolesti, u Hrvatskoj udio takvih bolesnika
za sada je nizak te iznosi oko 6 % [7]. Osobito je nizak udio
bolesnika s MDR oblikom bolesti tako da se godi{nje
otkrije dva do tri nova bolesnika, a u 2013. godini po prvi
puta nije zabilje`en niti jedan novi slu~aj MDR tuberku-
loze (podaci HZJZ). Uvrije`eno je mi{ljenje da tuberku-
loza u Hrvatskoj vi{e poga|a stariju populaciju, me|utim
pokazalo se da su zna~ajno pogo|ene i mla|e dobne
skupine [9]. Premda je broj oboljelih u najmla|im dobnim
skupinama nizak, uznemiruju}i je podatak da veliki posto-
tak (oko 58 %) od ukupnog broja oboljelih spada u skupinu
radno sposobnog stanovni{tva [9]. Da bi se lanac prijenosa
{to prije prekinuo, va`no je {to prije posumnjati te labora-
torijski potvrditi zarazu s M. tbc.

Dijagnostika aktivne tuberkuloze

Osnova dijagnostike i jedini sigurni dokaz bolesti je
izolacija uzro~nika M. tbc u biolo{kom materijalu. Budu}i
da tuberkuloza osim plu}a mo`e u oko 10 % slu~ajeva za-
hvatiti bilo koje sijelo u tijelu, za analizu se ciljano {alju
uzorci s mjesta infekcije: iska{ljaj, mokra}a, pleuralni iz-
ljev, cerebrospinalni likvor, razli~iti punktati, bioptati i dr.
Temelj je uspje{ne laboratorijske dijagnostike kvaliteta
uzorka koji se analizira. Kod uzorkovanja je potrebno pa-
ziti da se uzme dovoljan broj i primjerena koli~ina uzorka
te da se uzorak ne uklopi u transportni medij (parafin, for-
malin i sl) koji bi onemogu}io kasniji rast M. tbc. Uzorak je
potrebno uzeti u sterilnu posudicu, odgovaraju}e pohraniti
te transportirati u {to kra}em roku [8, 10, 11]. Nakon pri-
mitka uzorka radi se klasi~an algoritam pretraga, {to uklju-
~uje mikroskopiju, kultivaciju, identifikaciju uzro~nika te
test rezistencije (Slika 2).

Mikroskopija 

Mikroskopija acidorezistentnih bacila (ARB) prvi je
korak u dijagnostici tuberkuloze ve} desetlje}ima. Jedina
su iznimka uzorci urina i `elu~anih lavata koji se zbog

Slika 2. Shema dijagnosti~kih pretraga na mikobakterije
Figure 2.Mycobacteria diagnostics scheme
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niske osjetljivosti i velikog broja la`no pozitivnih rezulta-
ta ne pregledavaju direktno mikroskopski nego se nakon
obrade odmah kultiviraju. Postoje jasne preporuke o brzini
javljanja nalaza pa se prema standardu direktni nalazi
mikroskopije moraju javiti u roku od 24 sata od primitka
uzorka [10]. Kod direktnog mikroskopiranja uzorka ko-
riste se dvije razli~ite tehnike. Prva je detekcija svjetlo-
snim mikroskopom (bojanje karbolfuksinom po Ziehl-
-Neelsenu), a druga je detekcija fluorescentnim mikro-
skopom (bojanje auraminom). Obje su tehnike visoko
specifi~ne, ali detekcija fluorescentnim mikroskopom
dozvoljava br`e mikroskopiranje manjeg broja vidnih po-
lja i preporu~uje se radi vi{e osjetljivosti i brzine za labora-
torije s ve}im brojem uzoraka. Dodatno je fluorescentna
mikroskopija pobolj{ana uvo|enjem mikroskopa s dio-
dama koje emitiraju svjetlost. Za ove mikroskope nisu
potrebne tamne prostorije, a lampe su znatno jeftinije i
dugotrajne. Iako je mikroskopija brza metoda dokaza
ARB, zbog njene niske osjetljivosti i specifi~nosti mora je
slijediti kultivacija (Tablica 1). Jedino se kultivacijom
mogu razlikovati mikroskopski pozitivni uzorci M. tbc od
NTM te otkriti mikroskopski negativni bolesnici. 

Kultivacija

Kultivacija M. tbc iz klini~kih uzoraka je osjetljivija od
mikroskopije i trenutno dostupnih molekularnih testova.
Kultivacijom se mo`e detektirati oko 10–100 bacila u
mililitru uzorka (Tablica 1). Danas je standard dijagno-
stike mikobakterija uporaba krutih podloga, kao {to su
Loewenstein-Jensen i njegove modifikacije, te teku}ih
podloga, kao {to je MGIT (od engl. mycobacteria growth

indicator tube). Uzorci se kultiviraju ukupno 6 tjedana, a
nakon tog se vremena (ukoliko nema porasta kolonija)
javlja negativan nalaz. Vrijeme javljanja pozitivnog nalaza
ovisi o broju bacila u samom uzorku te o vrstama podloga
koje se koriste. Tako je prosje~no vrijeme javljanja pozi-

tivnog nalaza u krutoj podlozi 16–29 dana, a u teku}oj
8–16 dana. Osim {to je vrijeme kultivacije u teku}im pod-
logama kra}e, i osjetljivost im je do 10 % vi{a u odnosu na
krute podloge. SZO je 2007. preporu~ila uporabu teku}ih
podloga za sve uzorke u kombinaciji s testovima za brzu
identifikaciju vrste M. tbc. Me|utim, ovi dijagnosti~ki sis-
temi su skupi, teku}e podloge podlo`ne ve}oj kontami-
naciji, a laboratoriji moraju biti uklju~eni u sustav vanjske
kontrole kvalitete svog rada [12]. Primjenom teku}ih pod-
loga za sve uzorke u svim laboratorijima u Hrvatskoj u
budu}nosti }e biti mogu}e bakteriolo{ki potvrditi M. tbc u
postotku ve}em od sada{njih 75 % [7]. Uz mikroskopiju,
kultivacija je jo{ uvijek neophodna da bi se iz poraslih
kolonija mogle identificirati razli~ite vrste mikobakterija i
ispitati osjetljivost M. tbc na ATL.

Identifikacija vrsta mikobakterija

Nakon porasta mikobakterija na podlogama potrebno
je na~initi identifikaciju vrste unutar roda Mycobacterium.
Odre|eni udio mikobakterija ve} se na temelju morfologi-
je kolonija razlikuje od MTBC, me|utim vrstu nije mogu-
}e odrediti samo na osnovu izgleda i brzine rasta kolonija.
U identifikaciji i razdvajanju MTBC i NTM koriste se
biokemijske i molekularne metode. Iako su biokemijski
testovi dugo vremena bili jedini na~in identifikacije vrste,
u posljednjih nekoliko godina zamjenjuju ih molekularne
metode. Dostupni su komercijalni hibridizacijski testovi
(LPA, od engl. line probe assay) za tridesetak najva`nijih
mikobakterija [13]. Ostale se vrste mogu diferencirati
odre|ivanjem slijeda nukleotida (sekvencioniranje),
tehnikom koja se primjenjuje u visoko specijaliziranim
centrima. 

Ispitivanje osjetljivosti na ATL

Nakon identifikacije vrste slijedi ispitivanje osjet-
ljivosti na ATL. Radi velike mogu}nosti stvaranja infek-

ARB – acidorezistentni bacili/acidoresistant bacilli
DST – od engl. Drug Sensitivity Testing

Tablica 1. Osjetljivost mikrobiolo{kih pretraga i vrijeme javljanja rezultata
Table 1. Microbiology testing sensitivity and results reporting time

Osjetljivost / Sensitivity

ARB/mL
Vrijeme javljanja rezultata /

Results reporting time

Vrijeme javljanja testa osjetljivosti /

DST reporting time

Mikroskopija (M) / 
Microscopy

> 5000 2 sata/hours

Kultivacija – krute podloge /
Cultivation – solid media

≥ +/–100
16 dana/days (M poz.)
29 dana/days (M neg.)

6 tjedana/weeks

Kultivacija – teku}e podloge /
Cultivation – liquid media

≥ +/–10
8 dana/days (M poz.)
16 dana (M neg.)

2 tjedna/weeks (M poz.)
2 tjedna/weeks (M neg.)

Automatizirani PCR u stvarnom
vremenu /
Automated RT-PCR in real time

≥ +/–10 2 sata/hours
2 sata/hours (samo rifampicin/
only rifampicin)
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tivnog aerosola, ispitivanje bi se trebalo raditi u uvjetima
koji odgovaraju razini bioza{tite 3 [8]. Sve do nedavno,
rutinska metoda ispitivanja osjetljivosti na ATL bila je
metoda proporcije po Canetti-u na krutoj podlozi po
Loewenstein-Jensenu. Metoda proporcije zasniva se na
usporedbi porasta M. tbc na podlozi u koju je dodana kri-
ti~na koncentracija ATL i porasta na podlozi bez ATL. Soj
se smatra rezistentnim ukoliko je proporcija rezistentnih
bacila u ispitivanom soju jednaka ili iznad kriti~ne propor-
cije od 1 % [14]. Veliki nedostatak ove metode je dugo vri-
jeme koje je potrebno za rast M. tbc na krutim podlogama
pa se na rezultat ~eka i do mjesec dana. Zbog toga je danas
kao standard ispitivanja osjetljivosti uvedeno ispitivanje
na teku}im podlogama u automatiziranim sistemima.
Time je vrijeme javljanja rezultata skra}eno na prosje~no
dva tjedna. Ukoliko se fenotipskim metodama otkrije
rezistencija ili ukoliko postoji sumnja da bolesnik ima
rezistentni oblik bolesti, potvrda rezistencije radi se mole-
kularnim testovima. Komercijalno su dostupni LPA za de-
tekciju rezistencije na izoniazid i rifampicin, kao i na ATL
druge linije, fluorokinolone i aminoglikozide [15, 16].

Iako su komercijalni molekularni testovi korisni za br-
zo odre|ivanje rezistencije, osjetljivost im nije na razini
fenotipskih metoda te se njima za sada ne mogu otkriti svi
rezistentni sojevi.

Neki molekularni testovi imaju vi{e namjena pa tako
Xpert MTB/RIF (Cepheid, Sunnyvale, CA, USA) uz de-
tekciju M. tbc direktno iz klini~kih uzoraka, otkriva i rezis-
tenciju na rifampicin [17]. Velika je prednost ovog zatvo-
renog sistema potpuna automatizacija postupka i brzina
dobivanja rezultata unutar dva sata. Iako je Xpert
MTB/RIF dobar po~etni dijagnosti~ki test, osjetljivost mu
jo{ uvijek nije na razini kultivacije uzorka na teku}im pod-
logama. Svi se uzorci iz tog razloga i kultiviraju. 

Dijagnostika latentne tuberkuloze

Od 100 osoba koje su do{le u kontakt s M. tbc, inficirat
}e se samo njih 10, a u jedne }e do}i do razvoja aktivne
bolesti. Kod 90 % inficiranih tuberkuloza }e ostati u latent-
nom obliku (LTBI, od engl. latent TB infection) bez kli-
ni~kih znakova bolesti [18]. U inficiranih osoba imuno-
lo{ki odgovor javlja se tri do osam tjedana nakon infekcije.
Ovaj odgovor mo`e se testirati na dva na~ina, ko`nim
testom ili testom iz krvi. 

Ko`ni test

Do unatrag nekoliko godina, jedini na~in testiranja iz-
lo`enosti kontakata bacilu tuberkuloze i otkrivanja LTBI
bio je ko`ni test koji koristi purificirane derivate proteina
(PPD) [19]. Glavni su nedostaci ovog jeftinog testa niska
osjetljivost i specifi~nost. Dodatni je nedostatak nemo-

gu}nost razdvajanja infekcije s M. tbc i izlo`enosti drugim
mikobakterijama uklju~uju}i i vakcinaciju sojem BCG (od
Bacillus Calmette-Guerin). 

IGRA testovi 

IGRA testovima (od engl. interferon gamma release

assay) mjeri se razina interferona gama koji lu~e periferni
limfociti u krvi nakon in vitro stimulacije antigenima M.

tbc [20]. Kako su ovi antigeni specifi~ni za M. tbc, te do-
datno zbog uklju~ivanja negativne i pozitivne kontrole kao
dijela testa, osjetljivost i specifi~nost IGRAtestova su ve}i
nego kod ko`nog testa. Potrebno je naglasiti da ko`no te-
stiranje {est tjedana prije IGRA testiranja mo`e dovesti do
la`no pozitivnih rezultata. Indikacije za IGRAtestiranje su
isklju~ivo obuhvat kontakata bolesnika s aktivnom tu-
berkulozom te testiranje prije primjene biolo{ke terapije.
Zbog visokog postotka negativnih nalaza kod bolesnika s
tuberkulozom, ovaj se test ne preporu~uje u algoritmu di-
jagnostike aktivne bolesti.

Pogled u budu}nost

Dijagnostika tuberkuloze je u posljednjih desetak go-
dina znatno napredovala, ipak, jo{ je daleki put do ideal-
nog dijagnosti~kog testa. Taj bi test trebao biti brz, pouz-
dan i jeftin te mogu} za primjenu kod prvog kontakta
bolesnika s lije~nikom [21].

U razvoju je vi{e takvih "point-of-care" (POC) testova
koji su zasnovani na razli~itim principima. Jednim od
takvih komercijalnih testova dokazuju se volatilni markeri
tuberkuloze u izdahnutom zraku ure|ajem nalik onome za
testiranje razine alkohola [22]. Glavna namjena ovog testa
je brzi probir bolesnika, no niska osjetljivost metode jo{
uvijek ne dozvoljava njegovu uporabu u rutinskoj dijag-
nostici. Postoji i brzi test dokaza specifi~nih antigena u uri-
nu koji tako|er nije dovoljno osjetljiv [23].

Izgledno je da }e u bliskoj budu}nosti dijagnostika biti
sekvencioniranje ~itavog genoma M. tbc direktno iz uzor-
ka bolesnika [24]. Ova bi metoda mogla zamijeniti sve
dosada{nje tehnike, budu}i da bi se uzro~nik istovremeno
mogao detektirati, identificirati i odrediti mu se osjet-
ljivost na ATL. Dosada{nja razina razvoja ove metode nije
jo{ uvijek dovoljna za primjenu direktno na uzorku, ali se
ve} primjenjuje u dijagnostici mikobakterija poraslih u
kulturi.

Usprkos velikom tehni~kom napretku u dijagnostici
tuberkuloze, nikako se ne smije zanemariti ljudski faktor.
Kod ove bolesti osobito je va`an multidisciplinarni pristup
i suradnja izme|u klini~ara, mikrobiologa i epidemiologa.
Bez timskog rada, sam tehnolo{ki napredak, ma koliko
sofisticiran, ne}e doprinijeti promjeni globalne slike tu-
berkuloze.
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