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REZUMAT
Introducere: Antibiograma pentru Mycobacterium tuberculosis este solicitată în special în caz de recădere 
sau rezistenţă multidrog (MDR). Metodele de cultivare in vitro şi testare a sensibilităţii la agenţii antituberculoşi 
sunt laborioase şi nu sunt disponibile în orice laborator de bacteriologie. Metoda nitrat-reductazei (NRA) – 
simplă şi ieftină - a fost comparată cu metoda standard a proporţiilor în determinarea antibiogramei M. 
tuberculosis, în scopul evaluării efi cienţei şi utilităţii acesteia ca metodă de screening, în laboratoarele 
spitalelor de pneumoftiziologie. 
Materiale şi metodă: Antibiogramele au fost efectuate pentru 105 probe de spută prin NRA directă şi pentru 
34 culturi proaspete de Mycobacterium tuberculosis prin NRA indirectă şi metoda proporţiilor, utilizând o 
concentraţie de 0,2 µg izoniazidă (HIN), respectiv 40µg rifampicină (RPM).
Rezultate: Sensibilitatea şi specifi citatea înregistrate prin NRA directă au fost de 75% şi 100% pentru 
rifampicină, respectiv 75% şi 98,4% pentru izoniazidă. Sensibilitatea şi specifi citatea metodei indirecte au 
fost de 77,7% şi 92% pentru rifampicină, respectiv 85,7% şi 85,2% pentru izoniazidă. 
Concluzii: Testarea sensibilităţii M. tuberculosis prin metoda NRA este simplă, cu rezultate rapide în 10-14 
zile, faţă de 42 zile prin metoda proporţiilor. Utilizarea directă a sputelor bacili acid-alcoolo-rezistenţi (BAAR) 
pozitive este reproductibilă şi mai rapidă cu 3-8 săptămâni necesare pentru izolarea M. tuberculosis.

Cuvinte cheie: Mycobactrerium tuberculosis, antibiogramă, metoda nitrat-reductazei

ABSTRACT
Background: Drug susceptibility testing for Mycobacterium tuberculosis is especially required in diffi cult 
cases of tuberculosis chemotherapy and in cases of multidrug resistance (MDR). The methods for in vitro 
cultivation and drug susceptibility testing (DST) of M. tuberculosis are cumbersome and not readily adaptable 
in most routine laboratories. A simple and cost effective method, the nitrate reductase assay (NRA), was 
compared with the gold standard proportion method for DST of M. tuberculosis in order to substantiate its 
suitability as screening method in tuberculosis hospitals. 
Method: Drug susceptibility test was performed for 105 sputum specimens (direct DST) and 34 pulmonary 
isolates of M tuberculosis (Indirect DST) by the NRA and the proportion method using 0.2µg isoniazid (HIN), 
40 µg rifampicin (RPM). 
Results: The sensitivity and specifi city of direct NRA for RMP was 75% and 100%, but for HIN was 75%, and 
98,4% respectively. The indirect NRA showed sensitivity and specifi city for HIN: 85,7% and 85,2%, and for 
RMP: 77,7% and 92% respectively. 
Conclusion: Drug susceptibility test of M. tuberculosis by the NRA is simple and sensitive with shorter turn 
around time of 10 to 14 days compared to 42 days by the proportion method. The direct use of acid fast bacilli 
(AFB) positive sputum specimens is likewise reproducible and excludes about 3 – 8 weeks period required 
for isolation of M. tuberculosis. 
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INTRODUCERE

În ultimele decenii, rezistenţa multi-drog (MDR) 
a devenit o ameninţare importantă în controlul tera-
peutic al tuberculozei (TB) (1). Detectarea rapidă a 
rezistenţei la rifampicină, marker decisiv al rezis-
tenţei multidrog, conferă o mare utilitate clinică, în 
măsura în care poate identifi ca pacienţii care nu 
răspund la terapie, ceea ce ar putea contribui la 
reducerea transmisiei bolii. Dezvoltarea unei me-
tode alternative, rapide şi ieftine, care se poate 
aplica direct probelor biologice de spută, este be-
nefi că pentru Programele Naţionale de Control al 
Tuberculozei, conferind o monitorizare rapidă a pa-
cienţilor pasibili de TB-MDR (2).

Testele convenţionale utilizate pentru detectarea 
sensibilităţii Mycobacterium tuberculosis la anti-
biotice, sunt laborioase şi cronofage. Sistemele au-
to mate oferă rezultate rapide, dar sunt costisitoare 
şi imposibil de aplicat în ţările mai puţin dezvoltate 
(3). 

Metoda cu nitrat-reductază (NRA), aplicaţie a 
metodei Griess (4), a fost utilizată în ultimul deceniu 
pentru evaluarea sensibilităţii Mycobacterium tu-
ber culosis la antibiotice, folosind mediul Löwen-
stein-Jensen (5-9). Metoda se bazează pe capacitatea 
Mycobacterium tuberculosis de a reduce nitratul la 
nitrit, prin acţiunea enzimei nitrat-reductază, reacţie 
semnalată prin virajul de culoare după adăugarea 
reactivului Griess. NRA permite detectarea rapidă 
a creşterii micobacteriilor.

Obiectivul acestui studiu a fost evaluarea per-
formanţei metodei directe şi indirecte cu nitrat-
reductază faţă de metoda clasică a proporţiilor, în 
determinarea sensibilităţii la rifampicină şi izo-
niazidă. Metoda directă a fost aplicată direct pe 
probele de spută provenite de la pacienţi cu tu-
berculoză, în timp ce metoda indirectă a fost aplicată 
pe tulpinile izolate de Mycobacterium tuber culosis. 

MATERIALE ŞI METODĂ

În intervalul iunie 2009 – iunie 2010, în 
laboratorul Spitalului de Boli Infecţioase şi Tro-
picale „Dr. Victor Babeş“ au fost prelucrate un 
număr de 139 probe biologice, dintre care 105 
probe de spută şi 33 tulpini izolate, de la 122 
pacienţi diagnosticaţi cu tuberculoză pulmonară. 
Au fost selectate probele biologice (spută) cu peste 
10 BAAR/100 câmpuri (BAAR 1+). Antibiogra-
mele rezultate prin metoda clasică, a proporţiilor, 
au fost comparate cu cele rezultate prin metoda 
directă şi indirectă bazată pe activitatea nitrat-re-
ductazei.

Metoda directă de testare a rezistenţei 
M. tuberculosis prin metoda nitrat-reductazei

Metoda a fost descrisă anterior de Musa et al 
(10), dar cu modifi carea compoziţiei reactivului 
Griess (acid acetic 286g/l, acid sulfanilic 1,55g/l, 
Naphthylamina 0,31g/l), manufacturat de Merk 
KGaA. Am folosit mediu Löwenstein-Jensen cu 
1000mg nitrat de potasiu (KNO3)/ ml, cu şi fără 
antibiotic, furnizat de S.C. Sanimed International 
Impex S.R.L. Pentru mediul cu rifampicină (RPM) 
concentraţia critică a fost de 40 μg/ml, iar pentru 
cel cu izoniazidă (HIN) concentraţia critică a fost 
de 0,2 μg/ml.

Din sedimentul suspendat am inoculat câte 0,2 
ml pe cele 3 tuburi cu medii martor (Löwenstein-
Jensen cu nitrat de potasiu, fără antibiotic), iar 
cantitatea rămasă am diluat-o cu apă distilată 1:10, 
şi ulterior am inoculat câte 0,2 ml din diluţie pe cele 
2 tuburi cu mediu Löwenstein-Jensen cu nitrat şi 
antibiotic, RPM, respectiv HIN.

După 10 zile de incubare la 37ºC, am adăugat 
0,2 ml reactiv Griess în primul tub cu mediu martor. 
Dacă s-a observat virajul de culoare spre roz-violet, 
am adăugat cate 0,2 ml de reactiv şi în tuburile cu 
antibiotic. Dacă nu au fost semnalate modifi cări de 
culoare pentru tubul martor, s-a repetat procedura 
la 14 zile, şi la 18 zile. 

Rezultatele au fost considerate pozitive dacă s-a 
semnalat virajul de culoare de la roz pal (±) la violet 
(5+), sau negativ dacă nu a existat nici o modifi care 
de culoare. Izolatul a fost considerat rezistent în 
condiţiile în care virajul de culoare din tubul cu 
antibiotic a fost mai accentuat decât cel din tubul 
martor. Izolatul a fost considerat sensibil la 
antibiotice, dacă virajul de culoare a fost absent sau 
mai slab decât cel din tubul martor. 

Metoda indirectă de testare a rezistenţei 
M. tuberculosis prin testul nitrat-reductazei

Metoda a a fost descrisă anterior de Angeby et 
al. (11), dar cu menţiunea ca a fost ajustată con-
centraţia critică a HIN. Am utilizat aceleaşi serii de 
tuburi cu mediu Löwenstein-Jensen cu nitrat de 
potasiu, cu şi fără antibiotice. Am prelevat 2 anse 
din cultura proaspătă de Mycobacterium tuber-
culosis, pe care am suspendat-o în soluţie tampon, 
apoi am centrifugat-o pentru a obţine o turbiditate 
de McFarland standard numărul 1. Din această 
suspensie am inoculat câte 0,2 ml în cele 3 tuburi 
martor, iar din restul suspensiei am preparat o 
diluţie 1:10 cu apă distilată. Am inoculat câte 0,2 
ml din diluţia 1:10 în tuburile cu antibiotic. Tuburile 
au fost ulterior incubate la 37ºC. 
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După 7 zile, am adăugat câte 0,2 ml reactiv 
Griess în primul tub cu mediu martor. Dacă s-a 
observat virajul de culoare spre roz-violet, am 
adăugat câte 0,2 ml de reactiv şi în tuburile cu 
antibiotic. Dacă nu au fost semnalate modifi cări de 
culoare, s-a repetat procedura la 10 zile, şi la 14 
zile. Izolatul a fost considerat rezistent în condiţiile 
în care virajul de culoare din tubul cu antibiotic a 
fost mai intens decât cel din tubul martor. Izolatul a 
fost considerat sensibil la antibiotice, dacă virajul 
de culoare a fost absent sau mai slab decât cel din 
tubul martor. 

Analiza statistică a datelor s-a efectuat aplicând 
testul Mc Nemar. Performanţa metodei NRA faţă 
de metoda proporţiilor a fost evaluată prin sensi-
billitate (capacitatea de a detecta adevărata rezis-
tenţă) şi specifi citate (abilitatea de a determina ade-
vărata sensibilitate). Valoarea predictivă pozitivă a 
metodei (VPP) reprezintă probabilitatea de a fi  re-
zistent, când testul este pozitiv. Valoarea predictivă 
negativă (VPN) reprezintă probabilitatea de a nu fi  
rezistent când testul este negativ.

Concordanţa dintre cele 2 metode a fost estimată 
prin valoarea Kappa, şi interpretată astfel: < 0,2 
slabă; 0,2 – 0,4 uşoară; 0,4 – 0,6 moderată; 0,6 – 
0,8 bună; > 0,8 excelentă.

REZULTATE

Am utilizat 139 probe biologice, dintre care 105 
probe de spută şi 34 culturi proaspete de Myco-
bacterium tuberculosis, de la 122 pacienţi. 

Cele 105 probe de spută au constat în 31 probe 
BAAR 3+, 22 probe BAAR 2+, 50 probe BAAR 
1+. Din cele 105 probe de spută supuse metodei 
NRA directe de determinare a antibiogramei, 35 nu 
au furnizat nici un rezultat până la 18 zile. 2 spute 
au fost contaminate, 21 au fost BAAR 1+, 6 au fost 
BAAR 2+, şi 6 BAAR 3+. Din cele 33 spute 
necontaminate, 8 au condus la izolarea şi identi-
fi carea de tulpini de Mycobacterium tuberculosis, 
ceea ce demonstrează existenţa de tulpini (24,2%) 
nitrat-reductază negative.

Din cele 103 probe de spută necontaminate 70 
(68%) au conferit rezultate până la 18 zile de la 
recoltare: 25 BAAR 3+, 16 BAAR 2+, 29 BAAR 
1+.

Rezultatele pentru cele 70 de spute au fost 
obţinute la 10 zile pentru 22 de probe, la 14 zile 
pentru 26 probe şi la 18 zile pentru 22 probe. S-a 
constatat că la 10 zile s-au obţinut rezultate de la 11 
probe BAAR 3+, la 14 zile s-au obţinut rezultate de 
la 11 probe BAAR 2+, iar la 18 zile s-au obţinut 
rezultate de la 8 probe BAAR 1+ (fi gura 1).

Comparaţia metodei NRA directă cu metoda 
proporţiilor (MP) a arătat discrepanţă pentru 2 
probe, care au fost sensibile prin NRA, dar rezistente 
prin MP la rifampicină (tabelul 1). La izoniazidă au 
fost semnalate alte 2 rezultate discordante între cele 
2 metode (tabelul 1). Sensibilitatea înregistrată a 
fost de 75% atât pentru rifampicină, cât şi pentru 
izoniazidă, în timp ce specifi citatea a fost mai mare 
pentru rifampicină (100%), faţă de 98,4% pentru 
izoniazidă.

Pentru cele 34 de tulpini obţinute din culturi s-a 
aplicat NRA indirectă pentru determinarea 
antibiogramei la rifampicină şi izoniazidă. Au fost 
semnalate 4, respectiv 5 rezultate discordante 
pentru RMP, respectiv HIN. Sensibilitatea a fost 
mai mare pentru NRA directă, dar specifi citatea 
mai mică (tabelul 2).

TABELUL 1. Rezistenţa la RMP şi HIN, determinată 
prin NRA directă şi MP

Tuber-
culo-
staƟ ce

NRA Rezultate 
obţinute 
prin MP

% Kappa

R S
Sensi-

bilitate 
Specifi -
citate 

VPP VPN 

RMP R
S

6
2

0
62

75 100 100 96,8 0,83

HIN R
S

3
1

1
65

75 98,4 75 98,4 0,73

TABELUL 2. Rezistenţa la RMP şi HIN, determinată 
prin NRA indirectă şi MP

 

Tuber-
culo-
staƟ ce

NRA Rezultate 
obţinute 
prin MP

% Kappa

R S
Sensi-

bilitate 
Specifi -
citate 

VPP VPN 

RMP R
S

7
2

2
23

77,7 92 77,7 92 0,70

HIN R
S

6
1

4
23

85,7 85,2 60 95,8 0,61
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FIGURA 1. Dispoziţia rezultatelor în perioadele de 
aşteptare
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Din cele 34 probe, la 7 zile s-au pozitivat 25, la 
10 zile s-au pozitivat 7, iar la 14 zile 2 probe. 
Majoritatea probelor au oferit rezultate la 7 zile de 
la obţinerea culturii pozitive (fi gura 2).

S-a obţinut o concordanţă excelentă pentru 
rifampicină şi bună pentru izoniazidă între MP şi 
NRA directă. Dintre cele 8 tulpini rezistente la 
rifampicină prin MP, 2 au fost sensibile prin NRA. 
De aceea sensibilitatea testului pentru RMP a fost 
de numai 75%. 

Cele 2 probe care au arătat discordanţă au fost 
BAAR 1+. Solis et al., care a testat deasemeni probe 
biologice slab pozitive în microscopia optică (15), 
au evi denţiat specimene fals sensibile prin NRA, 
spre deosebire de studiul condus de Musa et al. pe 
probe BAAR 3+, care nu au evidenţiat nici un 
rezultat discordant. Aplicarea metodei pe spute 
BAAR 2+ a condus la rezulate tardive (peste 18 
zile) pentru majoritatea probelor (10). Pentru aceste 
specimene slab pozitive sunt necesare noi studii 
care să optimizeze metoda NRA directă de deter-
minare a antibiogramei. Este po sibil ca un mediu 
lichid să reducă timpul de aşteptare a rezultatelor 
pentru aceste probe (16). 

Rezultatele experienţei pentru rezistenţa la RIF 
sunt comparabile cu cele obţinute anterior de 
Affolabi et al. (2). Sensibilitatea şi speci fi citatea 
înregistrate prin NRA directă au fost de 75% şi 
100% pentru Rifampicină, respectiv 75% şi 98,4% 
pentru izoniazidă. Prin metoda NRA indirectă, 
majoritatea re zul tatelor noastre s-a obţinut la 7 zile 
de la izo larea tulpinilor, mult mai rapid decât MP 
care durează 3-4 săptămâni, rezultate comparabile 
cu cele obţinute în studii anterioare (11, 6, 7, 17). 

Rezultate obţinute la 5 zile de la izolarea culturii 
au fost posibile atunci când metoda a fost aplicată pe 
mediu lichid (2). Sensibilitatea şi specifi citatea 
metodei indirecte au fost de 77,7% şi 92% pentru 
rifampicină, respectiv 85,7% şi 85,2% pentru 
izoniazidă, uşor in ferioare rezultatelor obţinute de 
Ani et al. (18). În general, studiile anterioare au 
demonstrat concordanţă bună sau excelentă între 
NRA indirectă şi metodele clasice, pentru cele 2 
antibiotice. Având în vedere că metoda este ieftină, 
rapidă, reproductibilă, iar rifampicina şi izoniazida 
sunt antibiotice antituberculoase de primă linie, NRA 
ar putea fi  utilizată pentru screeningul rezis tenţei la 
aceste substanţe, putând furniza rezultate rapide în 
ceea ce priveşte prevalenţa tulpinilor MDR. 

Luând în consideraţie avantajele metodei, sunt 
necesare studii ulterioare care să aprecieze 
acurateţea şi aplicabilitatea metodei, în con diţiile în 
care nitratul de potasiu – adjuvant pentru mediul 
standard, şi reactivul Griess – sunt materiale ieftine 
şi sigure. NRA are po tenţialul de a deveni o 
alternativă ieftină pentru determinarea rezistenţei 
M. tuberculosis, mai ales la RMP şi HIN, antibiotice 
antituberculoase de primă linie. Ar putea fi  utilizată 
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FIGURA 2. Diagrama rezultatelor obţinute prin NRA 
indirectă

DISCUŢII

Din experienţa noastră, metoda NRA directă sau 
indirectă de testare a sensibilităţii Myco bacterium 
tuberculosis la antibiotice, este simplă şi 
reproductibilă. În cazul nostru 32% din probele 
biologice au condus la rezultate invalide. 8/33 
probe (24,2%) au condus la izolarea de tulpini M. 
tuberculosis nitrat-re ductază negative. Unele studii 
conduse în Africa au pus în evidenţă o frecvenţă 
înaltă de tulpini M. tuberculosis nitrat-reductază 
negative (12, 13). Alte studii au evidenţiat o 
frecvenţă scăzută de astfel de tulpini (14). Aceste 
cazuri necesită alte metode de determinare a 
rezistenţei bacteriene, decât NRA.

NRA este ieftină, simplu de aplicat şi nu ne cesită 
echipament special. Dezavantajele bio securităţii 
sunt depăşite prin utilizarea de mediu solid. 

În condiţiile în care NRA are ca principiu 
semnalarea creşterii bacteriene prin reducerea 
nitratului, rezultatele sunt obţinute înainte de 
perceperea macroscopică a prezenţei coloniilor. În 
studiul nostru, 68% dintre probele biologice au 
oferit rezultate până la 18 zile, faţă de me todele 
indirecte care necesită 21-28 zile până la izolarea 
tulpinii, ulterior alte 28-48 zile pentru antibiogramă. 
Timpul necesar obţinerii anti biogramei este astfel 
scurtat de la peste 40 de zile prin metode clasice, la 
14-18 zile (10).

NRA poate fi  testat şi pe probele de spută slab 
pozitive în microscopie: BAAR 1+ şi BAAR 2+, 
tulpini care în studiul nostru au reprezentat 64,3% 
din probe. 
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ca metodă screening, combinată sau nu cu alte 
metode. În viitor, metoda ar putea îmbunătăţi 
performanţele programelor de control al tuber-
culozei, în special în ţările endemice.

CONCLUZII

Metoda NRA directă sau indirectă de testare a • 
sensibilităţii Mycobacterium tuberculosis la anti-
biotice este simplă, reproductibilă şi ieftină. 
Unul dintre dezavantajele metodei NRA • 
directă este rata mare de eşec (32%).
8/33 probe (24,2%) au condus la izolarea de • 
tulpini M. tuberculosis nitrat-reductază 
negative.
68% dintre probele biologice au oferit • 
rezultate până la 18 zile de la recoltarea 
probei, prin NRA directă.
Rata maximă de pozitivare a fost la 14 zile • 
(37%), pentru celelalte două intervale fi ind 
echi valentă (31%).
Rezultatele consemnate au provenit în măsură • 
mai mare de la probe BAAR 3+ (80%), decât 
de la probe BAAR 1+ (58%).

NRA directă poate fi  testată şi pe probele de • 
spută slab pozitive în microscopie: BAAR 
1+ şi BAAR 2+, tulpini care în studiul nostru 
au repre zentat 64,3% din probe. 
S-a obţinut o concordanţă excelentă pentru • 
rifampicină şi bună pentru izoniazidă între 
MP şi NRA directă.
Probele biologice slab pozitive în microscopia • 
optică au evidenţiat rezultate fals sensibile 
prin NRA.
Sensibilitatea şi specifi citatea înregistrate • 
prin NRA directă au fost de 75% şi 100% 
pentru rifa mpicină, respectiv 75% şi 98,4% 
pentru izo niazidă. 
NRA indirectă are avantajul rezultatelor în • 
100% din cazuri, dar dezavantajul timpului 
de aşteptare.
Majoritatea rezultatelor (25/34) obţinute prin • 
metoda indirectă au fost disponibile la 7 zile 
de la izolarea culturii.
Sensibilitatea şi specifi citatea metodei • 
indirecte au fost de 77,7% şi 92% pentru 
rifampicină, respectiv 85,7% şi 85,2% pentru 
izoniazidă.
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