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1.VOVED

Direktnata mikroskopija e osnovna bakteriolo{ka metoda vo
dijagnozata na tuberkulozata, no taa, 1ako e brza 1 eftina, nema golema
senzitivnost i ne mo e dago identiFicira tuberkulozniot bacil.
Definitivnata dijagnoza na TB zavisi od izolacijata 1 identi Fikacijata na
etiolo{kiot agens, a soodvetniot terapevtski re” im zavisi od rezultatot
od testot na ~uvstvitelnost. Kulturata go zgolemuva brojot na slu~al so
tuberkuloza za 30 - 50%, se otkrivaat slu~ail porano, ~esto pred da stanat
zarazni za okolinata. Za pozitivna kultura dovolno e prisustvo na nekolku
bacilli (10 -100). Zatoa kulturata e neophodna kako bakteriolo{ka metoda
za dijagnoza na vonbelodrobnata 1 detskata tuberkuloza kade primerocite
obi~no sodr ~at mal broj nabacilli.

Zaradi bavnoto razmno uvawe na bacilot, 18-24 ~asa, potrebno e
podolgo vreme za dobivawe na kulturata. Na tvrdite podlogi kulturata se
dobiva za 3do 8 nedel 1, a vo te~nite podlogi za dve nedel1 pomalku.

M. tuberculosis e bakterija koja e prebirliva vo odnos na hranlivata podloga

1 raste samo na obogateni podlogi so jajca i so albumini.

I zveduvaweto na samata metoda bara pove}e oprema 1 dobro obu~en kadar.
Direktnata miroskopija 1 kulturata zaedno, kako dve osnovni

bakteriolo{ ki metodi obezbeduvaat brza 1 definitivna dijagnoza na

tuberkulozata, a so testot na ~uvstvitelnost doprinesuvaat vo spre~uvaweto

na nastanuvaweto na multirezistentna tuberkuloza.

2.PROSTOR I OPREMA VO LABORATORI ITE ZA KULTURA

Tuberkulozata e zarazna bolest koja nastanuva aerogeno, Sso
inhalacija na infFektivnite ~esti~ki, 1 zatoa e neophodno koga se raboti
kultura, odnosno izolacija na bacilot, da se prevzemat site neophodni
merki za kontrola na infekcijata kako bi se spre~ilo zarazuvaweto na
zdravstveniot personal.

Laboratorijata za kultura sekoga{ treba da bide odvoena laboratorija.
Osven toa {to podot i1 yidovite vo laboratorijata treba da bidat od
materijal {to lesno se ~isti, mnogu e bitna ventilacijatana prostorijata.
Ventilacijata treba da obezbedi postojana izmena na vozduhot od
laboratorijata i1 toa 6-12 pati vo tek na 1 ~as za da se otstranat 99% od
infektivnite ~esti~ki vo vozduhot.



Dvi “eweto na vozduhot treba da bide vo pravec od po~istiot del kon
pozagadeniot. Potencijalno kontaminiraniot vozduh, koj se isfrla vo
nadvore{na sredina, bi trebalo da se isfrla na visina od najmalku 3 metri
nad zemjinata povr{ ina.

2.1.0rganizacija na prostorot vo laboratorijata
Administrativen del

Primerocite za analiza vo laboratorijata se primaat preku {alter 1
se stavaat na priemnata rabotna masa. Tuka sekoj primerok se proveruva
dali e pravilno obele " an i ako sadot vo koj se nao]a primerokot e zagaden
odnadvor, se vr{ 1 dekontaminacija so 5% Fenol. Potoa se proveruva dali se
sovpalaat podatocite od sadot so primerokot 1 sprovodnata lista. Otkako
primerokot }e se zavede vo laboratoriskiot registar primerokot se
prosleduva za ponatamo{ na obrabotka vo drugite delovi od laboratorijata.

Glavniot laboratoriski del vo koj se naoja pogolemiot del od neophodnata
oprema 1 vo koj se vr{at site potrebni aktivnosti kako: izrabotka na
direktnite preparati, homogenizacija na primerocite, kultivirawe 1
inkubacija. Opremen e so laboratoriski masi, golem Fri " ider, lavabo so
slavina {to se otvara so lakt i thermostat.

Delot za 1zolacija e obi~no mestoto kade se raboti so zarazen materijal i
kade se naojaat bezbednosnite kabini 1 centrfugata.

Prostorot za ~itawe slu ™ i za mikroskopirawe na preparatite i za ~itawe
na kulturite. Tuka se popolnuvaat 1 listite so dobienite naodi 1 se
vra{aat vo administrativniot del kade se zaveduvaat vo laboratoriskiot
registar.Opremenae so : rabotni masi, mikroskop, lavabo.

Peralna Toa e prostorijata vo koja se pere staklarijata posle
avtoklaviraweto. Vo ovaa prostorija se naola golem sadomija~ od ~elik {to
ne r|osuva, avtoklav, destilator, sterilizator, rabotna masa.

Kujna e poseben prostor vo koj se pripremaat podlogite, dokolku ne se
koristat komercijalno obezbedeni podlogi. Taa ima sadoper, rabotna masa,
pe~ka koagulator, Fri ~ ider, mikser i dr.

Oprema

Bezbednosni kabini.

Bidej}i Mycobacterium tuberculosis spored rizikot od infekcija e
klasiFiciran vo Rizi~naGrupa Il , raboteweto so primeroci koi mo ~at da
go sodr ~at bacilot treba da se sproveduva vo bezbednosni kabini. Ovie
kabini imaat HEPA TFiltri koi zadr uvaat infektivni -~esti~ki so



golemina od 0,3 mm ({to vklu~uva bakterii, spori 1 virusi) so eFikasnost
od 99,97%.

Na toj na~in se za{tituva zdravstveniot rabotnik 1 negovata okolina, a
mo " e da se za{ titi i primerokot od zagaduvawe.

Za tuberkuloznata bakteriologija soodvetni se klasa | 1 klasa Il na
Biolo{ki bezbednosniot kabinet.

Idealno mesto za postavuvawe na biolo{ki bezbednosniot kabinet e
podaleku od vleznata vrata na laboratorijata za da ne se prekinuva
strueweto na vozduhot vo nego pri vleguvaweto vo prostorijata.

Centrifuga

Centrifugata e osnovna oprema vo laboratorijata za kultura. Vo
bakteriolo{kata laboratorija za tuberkuloza se prepora~uva centri¥uga
koja ima za{titen kapak, Fiksiran agolen rotator i stabilni le i{ta za
centrifugirawe. Vakov vid na rotator ovozmo uva stabilno
centrifugirawe na epruvetite, bez opasnost od kr{ewe 1 koga postojat
razliki vo te  inite na epruvetite koi se centriFfugiraat istovremeno.
Po " elno e centriFfugata da ima bezbednosen kapak so elektronska kontrola,
koja go spre~uva otvaraweto dodeka raboti rotorot.

~estopati se sugerira sedimentiraweto na homogeniziranite primeroci da
bide na odreden broj na rotacii vo minuta, {to e dosta neprecizno. Ne e
biten samo brojot na rotaciite tuku 1 radiusot. Zatoa apsolutnata
gravitaciona sila koja se postignuva pri centrifugiraweto najdobro e da
bide 1zrazena kako relativna centrifugalnasila.

Primena na centrifugalna sila od 3000kg, vo tek na 15 minuti ovozmo ~uva
efikasnost od centrifugiraweto od 95%.

Vo tekot na centrifugiraweto dokolku centrifugata nema sistem za ladewe
temperaturata vo epruvetite mo e zna~itelno da se poka~i 1 da deluva
inhibitorno na bakteriite pa poradi toa se prepora~uva centrifugiraweto
da ne trae podolgo od 15 minuti. Potrebno e da se koristat epruveti so
navoj. Pred da se zapo~ne so centriFfugiraweto treba da se proveri balansot
na epruvetite, za da ne dojde do kr{ewe na epruvetite. Ako site mesta ne se
popolneti, za balans se stava epruveta so alcohol. Vo tekot na raboteweto
centrifugata ne treba da se dopira zatoa {to mo e da nastane povreduvawe
il dase izme{a izdvoeniot sediment.

I nkubator za 35-37°C

Kulturite za M.Tuberculosis se inkubiraat na 35-37°C 8 nedeli. Postojat
inkubatori so najrazli~na golemina koja se odbira spored prostorot i
obemot na rabota. Podobro e inkubatorot da e pogolem zatoa { to toga{ ima
pomali varijacii vo temperaturata pri otvarawe na inkubatorot. Treba da
se koristat perforirani polici 1 da ne se prepolnuva inkubatorot za da
ima struewe na vozdhot, a so toa }e ima 1 pomali varijacii na
temperaturata. Ako 1ma golem broj na kulturi treba posebna prostorija da
se koristi kako 1nkubator. Taa ne treba da ima prozorci, zidovite i1 tavanot



treba da se dobro izolirani, a podot da e oblo en so drvo i rabovite na
vratata da se oblo " eni so guma. Se zagreva so kalorifer ili cefki, a
policite po elno e dase metalni, ane drveni da ne se nafFatat gabi.

Pe~ka za podlogi

Za da se pripremat zakoseni cvrsti podlogi koi sodr ~at jajca potrebna e
odredena temperatura koja treba da e konstantna, da ne bide previsoka, a
istovremeno da se 1zvr{ i celosna koagulacija na podlogata vo epruvetata.
Za taa cel e potrebna pe~ka koja mo e da postigne i postojano da odr ~uva
temperatura od 80-85°C vo tek na 45 min.

Modernite pe~ki se zagrevaat so cirkulirawe na topol vozduh, a
temperaturata se kontrolira so termostat. Vo niv se smesteni polici od
“i~ana mre a zakoseni pod agol od 5-10°, koi le~at na Hlizga~ i
ovozmo ~uvaat lesno izvlekuvawe na policite za vadewe i1 stavawe na
epruveti. Na ovoj na~in se dobiva potrebnata kosina na podlogata. Se
prepora~uva pe~kata da bide zatvorena so staklena vrata i1 da bide zagreana
delumno pred da se stavat podlogite za koagulacija.

Avtoklav

Postojat dva tipa na avtoklavi: vertikalen 1 horizontalen i1 so razli~en
kapacitet, sprema potrebite.

Naj~est e vertikalniot tip. Toa e ovalna, vertikalna metalna komora so jak
metalen kapak 1 naj~esto se zagreva so vodena parea. Pareata se dobiva so
zagrevawe na vodata vo dolniot del od avtoklavot i toa zagrevawe mo e da e
so gas 1li so elektri~en grea~. Ima monometar 1 sigurnosen ventil
pricvrsten na kapakot.

Vo horizontalniot avtoklav prostorot mo " e da se iskoristi poracionalno.

Vodeno kupatilo

Vodenoto kupatilo slu™ i za zagrevawe na epruvetite do potrebnata
temperatura pri izveduvawe na biohemiskite testovi za identiFfikacija na
mikobakteriite. Vo nego se koristi destilirana voda 1 pri rabota treba da
e zatvoreno so kapak za odr ~uvawe na konstantna temperatura.

Plamenici

Slu at za ~arewe na ezite i treba da bidat oblo " eni so za{titen kapak.
Ima 1 elektri~ni gora~i na ezi kol se prepora~uvaat za rabota vo
bezbednosnite kabini.

Laboratoriski potro{en materijal (staklo 1 plastika)

e Laboratoriski epruveti

e Laboratoriski {i1{1wa za te~ni podlogi
e Pasterovi pipeti

e Graduirani pipeti

e Gumeni pumpici zapipeti



e Ezi za inokulacija
e [ tenderi 1 korpi

3.ZEMAWE NA PRIMEROCI

So direktnata mikroskopija mo e da se vidat bacilite koi ja
predizvikuvaat tuberkulozata, a so nivna izolacija vo ~ista kultura tie
mo ~at da se identiFficiraat so {to se postavuva to~na dijagnoza i da se
ispita nivnata osetlivost prema antituberkuloticite. Toa pak ovozmo ~uva
soodvetna terapija na pacientot 1 spre~uvawe na multirezistentnata
tuberkuloza.

Kakvi }e bidat rezultatite od ovie dve osnovni bakteriolo{ki

metodi za dijagnoza na tuberkulozata zavisi od toa kakov e primerokot,
odnosno rezultatot e tolku dobar kolku { to e dobar primerokot.
Bidej}1 naj~esta e belodrobnata tuberkuloza, vo 85% od slu~aite naj~est
materijal za bakteriolo{ka dijagnoza za tuberkuloza e sputumot. 1 Kaj
vonbelodrobnata tuberkuloza po elno e da se napravi bakteriolo{ka
anal 1za na sputumot.

Sputum (1ska{ lok) kako primerok

e Najdobro e da se zeme utrinski sputum od tri posledovatelni dena.
Najdobro e eden primerok da se ostavi koga pacientot }e dojde vo
laboratorija, eden naredniot den (utrinski od doma) 1 eden koga }e
dojde povtorno vo laboratorija. Osobeno e bitno kaj HIV
pozitivnite da se dobijat dva utrinski zaradi toa {to se siroma{ni
so bacili. Treba da se nastojuva materijalot navistina da e sputum, a
ne saliva odnosno da e od dolnite respiratorni pati{ta.
Zdravstvenoto lice treba da mu objasni na pacientot kako da go ostvi
sputumot. Treba najprvo da ja isplakne ustata so voda, a potoa da se
iska{la i1 da ostavi sputum vo kontejnerot. Iska{luvaweto treba da
bide vo prostorija za iska{ luvawe 111 na otvoren prostor, a ne vo
toaletite 1 hodnicite. Pri priemot vo laboratorija na priemniot
obrazec se zabele ~uva makroskopskiot izgled na materijalot: gnojav,
krvav, sal iva. Potrebna koli~ina e 3-10 ml. vo kontejner od 50 ml . Toj
treba da bide:

e sterilen, so kapak na navo.

e So {irok otvor za lesno da se ekpektorira

e Napraven od proyiren materijal za da mo e da se vidi kvantitet i
kval itet na sputumot

e Zidovite dase takvi dananiv lesnomo e dase bele ™ i

e Mo at da se koristat kontejneri za povtorna upotreba posle ~istewe
i sterilizacijaso vriewe najmalku 30 minuti. Materijalot vedna{ se
dostavuva vo laboratorija ili se ~uva do nekolku dena vo Fri ~ ider.
Ako pacientot ne mo e da iska{la dobar materijal, a se somnevame
deka se raboti za TB mo e da se zeme induciran sputum. Toa se



izveduva vo prostorijata za iska{luvawe so inhalacija na 3-15 % na
zagrean solen rastvor. Pri toa treba da se obezbedat neophodnite
higienskotehni~ki za{titni merki. Posle inhalacijata bidejki
pacientot }e iska{luva pove}e, mo e da se zemat pove}e primeroci.
Ovoj sputum e pote~en 1 na upatot se zapi{uva deka se raboti za
induciran sputum.

Vo kolku 1 na ovoj na~in ne dobieme kvaliteten sputum mo e da se dobie
material so poinvazivna metoda kako {to e bronhoskopijata. Taka se
dobivaat:

Bronhoaspirati bronhoalveolaren lavat. Treba da se naglasi deka
treba {to pomalku da ima anestetik bidejki toj go inhibira rastot.
Osnovno e pri izveduvawe na bronhoskopijata da ne nastane kros
kontaminacija so tuberkulozniot bacil. Posle bronhoskopijata od
golema vrednost e 1 iska{ laniot sputum.

Gastri~en lavat se zema kaj deca ko1 go progoltuvaat sputumot. Isto
taka se zemaat tri posledovatelni utrinski 1 mora da se odnesat vo
laboratorija za 4 -~asa i1li se dodava natrium karbonat za
neutralizacija, koli~ina 20-50 ml.

Likvor se zema koga se somnevame deka se raboti za TB meningitis.
Neophodna koli~inae 5ml, a po " elnae 10-15 ml. Toj vedna{ se nosi vo
labaratorija za obrabotka. Vo ponovo vreme molekularnite metodi ja
zgolemuvaat mo nosta i1 go skratuvaat vremeto za dobivawe na
pozitiven rezultat od likvor.

Urinata kako materijal i1sto taka e siroma{na so bacilli 1 nema
visok procent na 1zolacija. Potrebno e da se zeme utrinska urina,
sreden mlaz 1 od tri posledovatelni dena, koli~ina 40-300 ml 1
vedna{ se dostavuva vo laboratorija

Krv 1 Feces kako materijali za TB se zemaat samo od pacienti so
HIV.

Krvta se zema vo posebni epruveti i mo e da se ~uva ha sobna temperatura do
obrabotkata.
Materijali mo ~ at da se zemat so:

biopsija 111 punkcija od razni tkiva 1 telesni te~nosti. Pri toa
treba da ima dovolno materijal 1 ako e potrebno da se dodade
antikoagulantno sredstvo (10 -15ml), a na tkivata da ne se isu{at im
se dodava Fiziolo{ki rastvor. Materijalot vo sterilen kontejner
vedna{ se ispra}a vo bakteriolo{kata laboratorija.

Brisevite kako material za dijagnoza na TB ne se dobri zaradi
hidrofobnosta na mikobakteriite. Zaradi voso~nata obvivka
bacilite ne mo ~at da preminat od brisot vo podlogata.

4 TRANSPORT NA PRIMEROCITE

Primerocite za bakteriolo{ka dijagnoza treba da se dostavat vo
laboratorija vo najkratok mo ~en rok. Sputumot kako naj~est materijal se



dostavuva vedna{, a dokolku toa ne e mo no, se ~uva vo Fri " ider se do
transportot. Urinata, gastri~niot lavat, Fecesot kol se osobeno bogati so
bakterii treba vedna{ da se dostavat vo laboratorija za da ne se hamno "~ i
bakteriskata Flora do toj obem da ne mo ~ e da se dekontaminira.
Ispra}aweto na primerocite treba da e vo soglasnost so doma{nata 1
mejunarodna zakonska regulativa na transport na zarazni materijali.
Neophodno e trojno pakuvawe, pri {to pokraj primarniot kontejner
potreben e u{te eden i1 dopolnitelna nadvore{na opakovka. Me|u obvivkite
potrebno e da ima dovolno vpiva~ka hartija {to }e go sobere materijalot vo
slu~aj na nesre}a.

Zaedno so spakuvaniot materijal se ispra}aat upatite za laboratorija koi
se smestuvaat odvoeno od kontejnerot so primerokot. Podatocite vo
nego treba da se usoglaseni so zabele ~anite podatoci na samiot kontejner.

5. OBRABOTKA NA PRI MEROKOT

Priemvo administrativniot del

Primerocite za analiza vo laboratorijata se primaat preku
{alter i1 se stavaat na priemnata rabotna masa. Tuka sekoj primerok se
proveruva dali e pravilno obele ~an i ako sadot vo koj se naoja primerokot
e zagaden odnadvor, se vr{i1 dekontaminacija so 5% ¥enol. Potoa se
proveruva dali se sovpalaat podatocite od sadot so primerokot 1
sprovodnata lista. Otkako primerokot }e se zavede vo laboratoriskiot
registar, istiot se prosleduva za ponatamo{ na obrabotka vo drugite delovi
od laboratorijata.

Koristewe na bezbednosna kabina

Poradi zgolemen rizik od produkcija na infektivni aerosoli, za
vreme na pripremawe na primerokot za kultivirawe, se prepora~uva site
proceduri da se izveduvaat vo specijalni bezbednosni kabini za rabota so
zarazen materijal. No tie ne obezbeduvaat apsolutna za{tita i mo e da
dojde do infekcija ako vo nea ne se raboti po propi{anata procedura.
Kabinite se predvideni za rabota vo tek na 24 ~asa i1 ne se prepora~uva da se
isklu~uvaat za da ne se promenat uslovite vnatre vo istata. Pred da se po~ne
so rabota vo nea prpora~livo e taa da raboti najmalku 5 minuti pred toa.
Rabotnata povr{ina, predniot yid 1 predniot prozor treba da se izbri{at
so dezinFiciens, a potoaso sterilna voda.
Vo kabinata se smestuvaat samo potrebnite raboti. Otkako }e se vnesat
racete vo kabinata, se po~ekuva 60 sekundi pa se po~nuva so rabota. Vo
komorata treba da ima 1 vpiva~ka hartija za pobrzo da se 1s~isti, a potoa da
se avtoklavira.
Opremata koja proizveduva aerosoli (pr. vorteks) se postavuva {to
podaleku od predniot yid.
Slednite manipulacii treba da se 1zbegnat za da ne dojde do naru{uvawe na
Funkcijata na kabinetot :

e Stavawe na materijalot za avtoklavirawe nadvor od kabinata



Postavuvawe na kontejnerite so pipeti vo ispravena polo ba vo
kabinata 111 na podot nadvor od nea.

Da se upotrebuvaat samo horizontalni kontejneri za pipeti, kol se
ispolneti so dezinFiciensi (5% Fenol).

Pravilno da se 1zveduvaat bakteriolo{kite tehniki so cel da ne se
Fformiraat aerosol 1.

~istite predmeti vo kabinata da se postavuvaat na rastojanie od
najmalku 12 sm od mestoto na rabota so zarazen materijal za da ne dojde
do kontaminacija.

Po zavr{enata rabota vedna{ da se zatvorat kontejnerite 1
epruvetite.

Da ne se koristi golem otvoren plamen na plamenikot bidej}i toa
predizvikuva turbulencija na vozduhot vo kabinetot.

Koristete te~en dezinFiciens (5% Fenol) za dezinfekcija na celiot
kontaminiran pribor pred da go 1zvadite od kabinetot 111 stavete go
direktno vo sad za avtoklavirawe koj se naoja vo kabinetot.

Na krajot od sekoj raboten den izbri{ete ja rabotnata povr{ina so
dezinfekciono sredstvo.

Pred da se menuvaat HEPA TFiltrite treba da se napravi celosna
dezinf¥ekcija so gas-Formaldehid.

Upotreba na centriFfugata

Sekoga{ se koristat dve isti epruveti za centrifugirawe kol se
stavaat edna nasproti druga. Vo edna e primerokot, vo drugata se stava
70% alkohol.

Se proveruva dali e dobro izbalansirana centrifugata.

Se zatvora kapakot, se proveruva dali brzinata e na nula, pa se
podesuva brzinata na svrtuvawata i potrebnoto vreme.

Sekoga{ treba da se sledi upatstvoto na proizvoditelot.

Upotreba na avtoklavot

Vo avtoklavot sekoga{ treba da imadovolno koli~estvo voda.

Po vklu~uvaweto na avtoklavot se gleda postignuvaweto na
temperaturata i pritisokot.

Vremeto na sterilizacijazavisi od toa {to se sterilizira.

Po zavr{uvaweto na sterilizacijata ne se otvara avtoklavot dodeka
ne se oladi 1 padne pritisokot na nula.

Sekoga{ se sledi upatstvoto na proizvoditelot.



Merki na pretpazlivost

Nikoga{ da ne se otvora avtoklavot ako temperaturata iznesuva e 80°c
zatoa {to mo " at da nastanat seriozni opekotini na racete i liceto.
Te~nosta vo {i{iwata mo e da dostigne temperatura i nad 100°c i pri
kontakt so sobna temperature istite mo at da eksplodiraat.

6.HOMOGEN 1ZACI1JA 1 DEKONTAMINACIJA

Sputumot e kontaminiran so drugi bakterii 1 zatoa sekoga{ pred da
se zasadi na podloga treba da se homogenizira 1 dekontaminira. Postapkata
treba to~no da se izveduva zatoa {to mo ~at da se uni{tat i tuberkuloznite
bacilli dokolku gi ima. Sekoga{ se homogenizira celiot materijal. Se
homogeniziraat tolku primeroci kolku {to ima mesta vo centrifugata.
Treba da se izbegnuva prefrlaweto vo epruveti zaradi mo nost od
kontaminacija. Najdobro e da se koristat kontejneri - epruveti pa po
homogenizacijata istite da se postavat vo centrifugata.

Drugite materijali, osven sputumot, baraat u{te povnimatelna
obrabotka zaradi maloto koli~estvo na bacili {tomo e dago sodr ~at.
Postojat pove}e metodi na homogenizacija i neutralizacija.

6.1 Homogenizacija so natrium hidroksid.
Ovoj metod naj~esto se koristi zaradi ednostavnosta i reagensite koi mo ~at

lesno da se nabavat. NaOH e toksi~en kako za drugite bakterii taka 1 za
tuberkuloznite bacilli 1 zatoa mora to~no da se 1zveduva postapkata.

Reagensi

4% NaOH

NaOH 49
Destiliranavoda 100 ml

Natrium hidroksidot (pro analizi) se rastvara vo destilirana voda i1 se
steriliziraso avtoklavirawe na 121°C vo tek na 15 minuti.

Rastvor na NaCl
NaCl (pro anal isi) 0,85¢
Destilirana voda 100ml

Natrium hloridot se rastvara vo destilirana voda i se avtoklavira na 121°C




I zveduvawe

e Na sputumot vo kontejnerot mu se dodava dupla koli~ina od 4% NaOH.
e Se zatvara kapakot na kontejnerot 1 se protresuva.

e Se ostava na sobna temperatura 15 minuti so povremeno protresuvawe
e Se centrifugirana3000hg vo tek na 15 minuti

e Seodlivasupernatantot

e Se dodava 15 ml Fiziolo{ki rastvor

e Se centrifugirana3000hg vo tek na 15 minuti

e Se odleva supernatantot, a talogot vedna{ se zasaduva na podlogata.

Prednosti na ovaa metoda :
e Metodata e ednostavna, eftina i eFikasna.
e Potrebno vreme za obrabotka e 20 minuti.
e Steriliziraniot NaOH mo ~e da se ~uva podolgo vreme.

Ograni~uvawa :
e Vremeto predvideno za homogenizacija ne smee da se prodol " i.
e Ovaa metoda e dosta gruba i so nea mo ~at da se uni{tat i do 60% od
mikobakteriite vo primerokot.

6.2 Metoda so homogenizacija so primena na N-Acetil-L-Cistein NaOH
(NALC-NaOH)

Mukoliti~niot agens NALC ovozmo ~uva natrium hidroksidot da se koristi
vo poniska koncentracija -1%.

Ako pravilno se 1zveduva, ovoj metod dava pogolem broj 1zolacii zatoa {to
ubiva okolu 30% od mikobakteriite.

Vremeto potrebno za obrabotka na eden primerok e pribli “no 40 minuti i
okolu 20 primeroci mo e da se obrabotat za 60 minuti. Acetil cisteinot ja gubi
svojata aktivnost ako stoi podolgo vreme i1 zatoa treba sve  da se
prigotvuva sekojdnvno. Sedimentot dobien so centrifugiraweto treba da se
razredi so destilirana voda vo odnos 1:10 za da se namal 1 toksi~noto dejstvo
na komponentite od rastvorot koi go inhibiraat rastot na mikobakteriite.

6.3Metod na homogenizacija so zefFarin trinatrium FosFat
(Z-TNP)

Upotrebata na zefFarinot (benzalkonium hlorid) za homogenizacija na
sputumot e poprecizna metoda. Ne e ograni~eno vremeto na deluvaweto na
sputumot. Se o~ekuva da se uni{tat 30% od mikobakteriite. Potrebno
vreme za izveduvawe e 20 minuti, a za 20 primeroci 4 ~asa. Ovaa metoda ne e
pogodna za pove}e zagadeni primeroci.



Homogenizacija na drugi materijali

Gastri~niot lavat, naj~esto ako e zemen vo sterilen kontejner, nema
potreba da se dekontaminirabidej}i vo sprotivno tuberkuloznite bacili }e
bidat uni{teni. Se centrifugira na 3000 g vo tek na 15 min 1 se zasaduva
sedimentot. Ako se somnevame za kontaminacija, sedimentot se me{a so 2ml
na 4% sulfurna kiselina, se ostava da stoi 15 minuti, se neutraliziraso 4%
NaOH koja sodr ~ i Fenol crveno kako indikator i vedna{ se zasaduva na
podlogata.

Urina

Celata koli~ina se centrifugira na 30009, 15 minuti. Se 1isfrla
supernatantot 1 na sedimentot se dodava 2ml - 4% sulfurna kiselina. Se
ostava da stoi 15 minuti, potoa se dodava 15ml Fiziolo{ki rastvor i
povtorno se centrifugira. Sedimentot se neutralizira so 4% NaOH koj
sodr 1 Fenol crveno kako indikator i vedna{ potoa se zasaduva na
podlogata.

Laringealen bris

Brisot se potopuva vo 5% oksalna kiselina, potoa se prefrla vo druga
epruveta koja sodr " i sterilen Fiziolo{ki rastvor, po nekolku minuti se
vadi, se ostava da se iscedi 1 so nego se vr{ 1 zasaduvawe na podlogata.
Oksalnata kiselina vo koja stoel brisot se centrifugira, sedimentot se
ispira so Fiziolo{Kki rastvor, povtorno se centrifugira i se zasaduva na
podlogata.

Tkivo

Lim¥Fni ~lezdi, biopsii i drugi hirur{ki resekcii na tkiva treba da se
ise~at nasitni del~iwa so sterilen skalpel ili no ici. Homogenizacijata
se Fr{i1 vo porcelansko avan~e so dodavawe na 0,5 - 1ml sterilen
Fiziolo{ki rastvor 1 sterilen pesok ako e potrebno razbivawe na tkivoto.
Ako procedurata e izvedena sterilno mo e direktno da se zasadi nha
podlogata, a ako se o~ekuva kontaminacija se dekontaminira so 4% sulfurna
kiselina.

Sadovite koi se koristele treba temelno da se izmijat i steriliziraat.

Gnoj
Se tretira isto kako ostanatite aspirirani te~nosti, a ako e gust se
homogenizira kako sputumot.

Likvor

Treba da se obraboti so membranska Filtracija, so ultracentrifugirawe
ili so precipitacija. Precipitacijata mo e da se izvede so dodavawe na 0,1
ml na zaja~ki serum 111 ekvivalenten albuminski rastvor za sekoi 10 ml



likvor. Se me{a se dodeka ne se dobie homogeno zamatuvawe, potoa se
centrifugirana 3000g, 15 minuti i sedimentot vedna{ se zasaduva.

Drugi telesni te~nosti
Mukopurulentni te~nosti, se tretiraat kako sputum
Bistri te-nosti: Ako se zemeni asepti~no, se centrifugiraat 1
sedimentot direktno se zasaduva, a ako ne se tretiraat kako gastri~en lavat.
Dekontaminacija obi~no ne e potrebna za slednite primeroct :
e Likvor, sinovijalna te~nost i drugi telesni te~nosti
e Koskenasr ™
e Gnoj od laden apsces
e Hiru{ki resekcioni primeroci (none i od autopsija)
e Materijal dobienod plevra, limFna ~ lezda, biopsija
e Ako postoi somnenie za kontaminacija, eden del od primerokot mo e
da se zasadi na obi~ni bakteriolo{ki podlogi za da se vidi dali se
prisutni drugi bakterii, a ostanatiot da se ~uva do naredniot den, pa
zavisno od dobieniot rezultat soodvetno da se obraboti.

7. PODLOGIEI ZA KULT 1VIRAWE

Definitivnata dijagnoza na tuberkulozata se postavuva so izolacija
na M. tuberculosis 1 negova identiFikacija. No ovaa bakterija e i1zbirliva
vo odnos na hranitelnite podlogi. Podlogite kol se koristat za 1zolacija
na mikobakteriite mo ™ at da bidat selektivni i neselektivni, tvrdi i te~ni
podlogi. Te~nite podlogi obi~no se koristat za brza 1zolacija na bacilot.
Tvrdite podlogi mo ~at da bidat podlogi so jajca i podlogi so agar.

Podlogi so jajca

Prednosti:
e Lesno se pripremaat
e NajefFtini se 1 ovozmo ~uvaat dobra izolacija namikobakteriite
e Mo atdase ~uvaat vo Fri ~ider nekolku nedeli

e Retko se kontaminiraat zatoa {to sodr ~at malahit zelena boja, i so
koagulacijata se steriliziraat.

Nedostatoci
e Potrebno e dolgo vreme za 1zolacija - nekoga{ 1 8 nedel i
e Koga }e nastane kontaminacija podlogata celosno se uni{ tuva
Za pripremawe na dobri podlogi va noe:
e Neophodno e da se koristat supstanci so dobar kvalitet (hemiski
~isti)
e Sterilnastaklarijai sve odestiliranavoda
e Potrebno e precizno pridr ~uvawe kon upatstvata za pripremawe
e Dase proveri temperaturata vo pe~kata



e Da se odr uvaat asepti~ni uslovi vo tek na pripremaweto na
podlogata

e Jajcata odnadvor treba vnimatelno da se 1s~istat pred da se iskr{at

e Gotovite podlogi se ~uvaat vo Fri " ider

e Sestava20 ml vo {i{encaili 6-8 ml vo sekoja epruveta

7.1 Leven{ajn - Jensenova podloga

Ovaa podloga e naj~esto koristena podloga za 1zolacija na tuberkulozniot
bacil, osobeno nejzinata modiFfikacija napravena po preporaka na
Me]unarodnata Unija za Tuberkuloza 1 Belodrobni Zaboluvawa (1 UALTD)

Reagensi :

Rastvor namineralni soli :

Kalium dihidrogen FosFat(KH2PO4) 2,4g
Magnezium sul Fat (MgSO4.7H20) 0,249

Magnezium citrat 0,69
Asparagin 3,69
Glicerol 12 g
Destil1rana voda 600 ml

Po rastvaraweto nasolite, rastvorotse sterilizirana121°C
Se ladi na sobna temperatura i se ~uvavo Fri ~ider

Rastvor na malahitno zeleno 2%

Malahit zeleno vo prav 29
Sterilnadestiliranavoda 100 ml

Se rastvara na denot na upotrebata, a dokolku stoi se talo i i ja gubi bojata

Homogenizirani celi jajca

Sve "1 jajca, ne postari od 7 dena, se ~istat so temelno triewe so ~etka,
topla voda 1 alkalen sapun. Se su{at i1 se prebri{uvaat so 70% etanol. Se
kr{at sosterilenno™ i se matat vo sterilni uslovi.

Priprema na celata podloga

Slednite sostojki se stavaat vo golema sterilna ~a{a i1 dobro se me{aat:
Rastvor namineralni sol1i 600 ml

Rastvor namalahit zeleno 20 ml
Homogenizirani jajca (20-25 zavisno od goleminata) 1000 ml

Se razleva po 10 ml vo bakteriolo{ki epruveti, tie se zatvaraat so metalno
kapa~e so navoj 1 vedna{ se stavaat da koaguliraat vo pe~ka.

Koagulacija na podlogata



Pred da se stavat podlogite vo pe~ka najdobro e taa da se zagree na 80°C.
Podlogite se stavaat vo zakosena polo ba 1 se ostavaat na 80-85°C,
45minuti. Po zavr{enata postapka podlogata treba da e koagulirana, da ja
zadr ~ 1 bojata i da nema meur~iwa.

Kontrola na sterilnost
Nekolku epruveti so gotovi podlogi se stavaat na 35-37°C i se inkubiraat 24
~asa. Dokolku se sterilni }e ostanat nepromeneti.

~uvawe na podlogite:

Podlogite se ~uvaat vo Fri " ider, dobro zatvoreni so nazna~en datum na
praveweto. Mo ~ at da se ~uvaat najmnogu do 4 nedeli. Za izolacija na M.bovis
vo podlogata ne se stava glicerol, a se dodava 8g natrium piruvat vo sol ite.

8. ZASADUVAWE 1 INKUBACIJA

Zasaduvawe

So stoewe na dnoto na epruvetata so podloga se kondenzira odredena
kol 1~1na na te~nost. Pred da se 1zvr{ 1 zasaduvaweto taa te~nost treba da se
otstrani.

Najdobro e zasaduvaweto na materijalot da se 1zvr{ i so pasterova pipeta za
ednokratna upotreba, 1 pri toa na povr{inata od podlogata da se nanese 0,2-
0,4 ml (2-4kapki) od centriFugiraniot sediment. Vo te~ni podlogi mo e da
se inokulirado 1 ml od primerokot.

Sekoj primerok treba da se zasadi na dve podlogi. Vo zemjite kade {to e
prisutno zaboluvawe, pri~ineto od M.bovis, se prepora~uva da se zasadi 1
edna podloga so dodaden piruvat.

I nkubacija kaj kulturite

Kulturite se inkubiraat na 35-37°C se dodeka ne se poka e vidliv rast, i
dokolku vo tek na 8 nedeli ne poka™ at rast, toga{ se tretiraat kako
negativni.

Podlogite se postavuvaat vo zakosena polo ~ba najmalku 24 ~asa.

Ako vo inkubatorot nema dovolno prostor mo ~at da se ~uvaat ispraveni, no
dobro zatvorenti, za da se svede na minimum Isparuvaweto.

~itawe na kulturite

Tipi~nite kolonii na M.tuberculosis se rapavi, nabrani, so voso~en izgled,
so krem boja, sporo rastat, vidliviot rast se zabele ~uva najrano po 3 nedeli.
Dokolku koloniite kol porasnale se so somnitelen izgled, se prepora~uva
od kulturite da se napravi preparat oboen po Ziehl-Neelsen. Preparatot se
pravi so zemawe na mala koli~ina od kulturata, so predmetna eza 1 taa se
suspendira so triewe vo kapka Fiziolo{ki rastvor na predmetno staklo.
Razmaskata se ostava da se isu{i, se Fiksira i se boi. M.tuberculosis se
pojavuva na preparat od kultura vo Fforma na pletenki nare~eni “corde



serpentinae, koi se javuvaat so razli~na dol " ina i debelina. Retko se
prisutni i poedine~ni bakterii so dol ~inaod 3-4 mikroni.

I dentiFikacija(diFerencirawe) na M.tuberculosis

Porasnatite kolonii na Leven{tajn - Jensenovata podloga treba da se
diferenciraat so pomo{ na biohemiski testovi 1li so genetski probi, za
da mo " e so sigurnost da se doka e deka se raboti za M.tuberculosis, a ne za
nekoja druga bakterija od rodot Mycobacterium.

Za diferencirawe se koristat slednite biohemiski testovi:

e Niacin test

e Redukcijananitrati

o Katalaza test

e Rast na podloga so R-nitrobenzoi~na kiselina
e Rast samo na temperaturi od 35-37°C

o Karakteristiki 1 pigmentacijanakoloniite

9.EVIDENTIRAWE NA NAODOT 1 1ZVESTUVAWE

Site laboratorii za tuberkuloza koi pravat kulturi treba da Imaat
uniFiciran sistem za zabele ~uvawe i izvestuvawe na rezultatite.

e Kulturelnoto ispituvawe mo e ponekoga{ da trae so meseci i zatoae
po - elno dodeka trae da se isprati izvestuvawe za tekot na
postapkata.

e Ako vo tek na kultiviraweto se zabele i1 deka podlogata se
kontaminirala, potrebno e vedna{ da se dade izvestuvawe za da se
isprati nov primerok.

e Rezultatot obi~no se 1zdavaza 6 111 8 nedel 1 dokolku e negativen.

e Ako naodot e pozitiven se izdava 1 stepen na pozitivnost (broj na
kolonii porasnati na podlogata) po slednata {ema:

Nitawe I zvestuvawe
Nema rast Negativen naod
1-19 kolonii Pozitiven naod (vk.kolonit)

20 - 100koloni 1 Pozitiven naod (1+)




100-200kolonii Pozitiven naod (2+)

Skoro kon¥fluenten rast Pozitiven naod (3+)
Kon¥luenten rast Pozitiven naod (4+)
Kontaminacija Kontaminacija

Vo zemjite so visoka prevalenca na tuberkuloza pove}e od 85% od
slu~aite so tuberkuloza se dol ~at na M.tuberculosis, dodeka zaboluvawa
od ostanatite mikobakterii se dosta retki. Vo takvi slu~ai naodot mo e
da se dade samo vrz osnova na karakteristikite na porasnatite kolonii
so slednata formulacija:

Na kulturata e dobien rast na mikobakterii so
karakteristiki na M.tuberculosis.

Formularot za 1zvestuvawe na kulturelniot naod e daden vo dodatok br.4
Bidej}i site poedinosti od kulturelnoto ispituvawe ne mo ™ at da bidat
sodr "ani vo izvestuvaweto tie se zabele uvaat vo registerot za
kulturi.Vo laboratoriskiot registar treba da se sodr ani slednite
podatocti:

e Brzinanarastot

e Brojot naporasnati kolonii

o Karakteristiki napigmentot

e MorTologijanakoloniite

e Rezultati od testovite za 1denti Fikacija

10.KONTROLA NA KVALITETOT NA RABOTATA

Obezbeduvawe na kvalitetot na rabotata vo laboratoriite vo kol se
izveduva kulturelno ispituvawe e sistem od aktivnosti kol imaat za cel da
ja podobrat verodostojnosta 1 eFikasnosta na ispituvawata 1 da ja zgolemat
negovata vrednost vo dijagnostikata 1 sledeweto na bolnite od tuberkuloza.
Osnovni komponenti na ovie aktivnosti se:

e Kontrolanakvalitetot

e Podobruvawe na kval 1tetot

e Ocena nastru~nosta

Ovie aktivnosti treba da utvrdat dali rezultatot koj izleguva od
laboratorijae precizen i verodostoen.




Kontrola na kval itetot treba da se 1zveduva redovno 1 programot za nejzino
1zveduvawe trebada bide prakti~en i primenliv.

Za kontrola na kvalitetot na rabotata vo laboratorijata se odgovorni
site vraboteni vo laboratorijata

Kontrola na kvalitetot se odnesuvana:
e Organizacijana laboratorijata
e Laboratoriskataoprema
e Rakuvawe so primerocite
e Reagensi 1 mediumi
e Metodi nakultivirawe

I zvestuvawe za rezul tatite

Klu~ni elementi za obezbeduvawe kvalitet se :
e Dobro obu~en personal
e Racionalno rabotewe
e Postoewe na dobra volja za 1zbegnuvawe 1 i1spravuvawe na gre{kite
Vo rabotata
e ETikasna komunikacija

Merkite koi se prevzemaat za obezbeduvawe na kval itetot vklu~uvaat:
1. Merki zapravilno organizirawe i1 vodewe na laboratorijata

e Site vrati vo laboratorijata treba da bidat postojano zatvoreni.
Rasporedot na opremata i1 drugite materijali treba da bide takov da
obezbedi dobar tek na raboteweto. Rabotnite povr{ini treba sekoj
den da se dezinFiciraat so 5% fenol.

e Site laboratoriski ispituvawa treba da bidat zavedeni pravilno,
taka kao {to se izvedeni, izmena mo e da se napravi samo so dozvola
na odgovorniot za laboratorijata i da se stavi datum.

e Celatadokumentacija zadol " itelno da se ~uva dve godini.

e Laboratoriskite metodi kol se koristat moraat da bidat potvrdent,
objaveni vo knigi, spisanija i1 prira~nici za rabota.

2. Merki za kontrola na opremata
e Opremata treba da odgovara na barawata 1 speciFfikacijata na

proizvoditelot.

e Za celokupnata oprema treba da se ~uvaat upatstvata za rabota 1
odr ~uvawe.

e Datumite 1 i1zve{taite od sekoe servisirawe isto taka treba da se
~uvaat.

e Opremata treba redovno da se nadgleduva 1 da se obezbedi nejzino
ispravno rabotewe.
3. Primeroci 1 formulari
e Se 1zveduvaat samo onie ispituvawa za kol postoi pismeno barawe.



e Pismenoto barawe za laboratorisko ispituvawe (sprovoden list)
treba da se ~uva zasebno od primerokot za da ne dojde do negova
kontaminacija. Ako toa se slu~i se avtoklaviraat 1 se bara nov
primerok.

e Baraweto za laboratoriski pregled treba da e celosno popolneto, a
podatocite na sputum kontejnerot treba da se soglasuvaat so istite vo
baraweto.

e Treba da se odredi kvalitetot na primerokot. Dokolku se utvrdi deka
se raboti za saliva, treba da se notira, 1 pokraj negativniot rezultat
od ispituvaweto treba da stoi deka primerokot ne bil adekvaten.

e Treba da se notira datumot na pristignuvaweto na primerokot kako i
datumot na izvestuvaweto. Dokolku se kasni so izvestuvaweto toa
treba da se obrazlo " .

Reagensi 1 boi

e Rezervi na reagensi 1 boi ne treba da se ~uvaat podolgo od {est
meseci. Na sekoj od niv treba da se zapi{e datumot na otvaraweto I
dokolku kval itetot ne e na zadovolitelno nivo treba da se isFrli od
upotreba.

Homogenizacija 1 dekontaminacija

e Sekoj mesec treba da se vodi evidencija za procentot na
kontaminirani primeroci. Prifatliv procent e 2-5%.
Kontaminacija pomala od 2% uka uva na primena na premnogu jaka
postapka za dekontaminacija, koja najverojatno uni{tuva i golem del
od mikobakteriite. Povisok procent od 5% uka ~uva deka postapkata
za homogenizacija na sputumot ne e dobro napravena, bidej}i
nehomogeniziraniot sputum ne mo ~ e da se dekontaminira celosno.

6. Podlogi

e Sekoga{ se koristat sve i jajca

e Temperaturata vo pe~kata za koagulacija treba postojano da se
kontrolira. Podlogite so 1zmeneta boja 1 meur~iwa se i1sfrlaat od
upotreba.

e Site podlogi se kontroliraat za sterilnost so inkubacija na 35-37°C
vo tek na 24 ~asa.

e Podlogite se ~uvaat vo Fri ~ ider, na temno, najdolgo ~etiri nedeli.

7. Kultivirawe

e Dase izbegne kontaminacija na podlogata, za sekoj primerok se
koristi nova pipeta.

e Sekoga{ koga posle silna pozitivna kultura }e se pojavi serija
pozitivni kulturi so mal broj kolonii, treba da se posomnevame za
kontaminacija.

8. Destilirana voda

e Atipi~nite mikobakterii mnogu ~esto mo at da se javat kako

kolonizatori naslavinite zavoda, poradi toa tie treba redovno da se



proveruvaat. Ako se posomnevame deka e vodata zagadena, toga{ se
zema primerok od 200-250 ml voda, se centrifugira 1 sedimentot se
ispituva nadirektna mikroskopija 1 kultura.

PRILOZI
A. Obrazec za barawe za kulturelno ispituvawe
B. Obrazec od kniga za kultura
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