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DE LABORATOR AL TUBERCULOZEI
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Old and new methods for the laboratory diagnosis of tuberculosis
and for the detection of resistant strains to antibuberculous drugs
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REZUMAT

Tuberculoza (TB) raméane si in secolul XXI o mare problema de sanatate publica si cea mai mare cauza de
decese datorate unui singur agent infectios la nivel mondial. Cu toate ca numarul de cazuri de TB este in
scadere in ultimii ani In Romania, ele sunt tot mai dificil de tratat atunci cand apare rezistenta la medicamentele
antituberculoase. Este nevoie de o mai rapida detectie a Mycobacterium tuberculosis (M. tuberculosis) in
laborator si de testare a rezistentei sale la medicamentele antituberculoase. Din acest motiv metodele de
testare in laboratoarele de micobacteriologie se dezvoltda continuu. Chiar daca metodele clasice de
microscopie si cultura sunt considerate standard de aur in bacteriologia TB, progresele recente ale biologiei
moleculare si 0 mai buna intelegere a bazelor moleculare ale rezistentei la medicatia antituberculoasa au
determinat aparitia unor noi instrumente pentru un diagnostic rapid. Scopul noilor metode este acela de a
creste sensibilitatea si specificitatea abordarii terapeutice si de a determina o scadere a timpul necesar
diagnosticului.

Acest articol este o trecere in revista a metodelor de laborator mai noi si mai vechi ce pot servi unui diagnostic
rapid si pus cu acuratete in infectiile micobacteriene, ceea ce ar putea permite administrarea unui tratament
corect si instituit la timp de catre clinician.
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—— ABSTRACT —

Tuberculosis (TB) remains even in the XXI century a major problem of public health and one of the major
causes of death from a single infectious agent worldwide. Although the number of cases continues gradually
to decrease in Romania in last years, cases get more difficult to threat, specifically those that are multidrug-
resistante.

The rapid detection of Mycobacterium tuberculosis(M. tuberculosis) in laboratory and the tests of susceptibil-
ity to antituberculous drugs become a necessity. In light of this, the laboratory testing in the mycobacteriology
field is continuously developing. Recent advances in molecular biology and a better understanding of the
molecular basis of drug resistance in tuberculosis have provided new tools for rapid diagnosis.

The aim of this article is to focus on current old and new methods useful for an accurate and rapid laboratory
diagnosis of mycobacterial infections.

Keywords: tuberculosis (TB), Mycobacterium tuberculosis (M. tuberculosis),
molecular diagnosis

Diagnosticul de laborator al TB se face in mod Diferentierea M. tuberculosis de alte micobacterii
clasic prin microscopie si culturd. Acestea sunt insa reprezintd si ea o importantd problema de sanatate,
procedee inadecvate pentru un control efectiv al stiut fiind ca doar TB se transmite de la persoana la
TB, pentru ca sunt mari consumatoare de timp. persoana. Diferentierea micobacteriilor tuberculoase
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de cele netuberculoase este necesara, dar si utila, in
vederea stabilirii unei scheme adecvate de trata-
ment.

Necesitatea scurtdrii timpului de diagnostic,
precum si necesitatea diferentierii micobacteriilor
tuberculoase de cele netuberculoase, au determinat
in ultimii ani aparitia metodelor moleculare de di-
agnostic.

METODE CLASICE DE DIAGNOSTIC

Identificarea fenotipica a complexului
Mycobacterium tuberculosis (MTC)

1.1. Microscopia

Microscopia specimenului clinic in coloratie
Ziehl-Neelsen este cea mai rapidd si mai ieftina
metoda de identificare a micobacteriilor. Principalul
dezavantaj al acestei metode este acela cd este o
fiind de 5.000-10.000 bacili/ml de prelevat clinic.
Colorarea fluorescenta a lamelor (ex. cu auramina-
rodhamina) este superioara coloratiei Ziehl-Neelsen,
ea ducand la scaderea timpului de examinare a unei
lame. Dar nici ea nu poate face diferenta intre ba-
cilii viabili si cei neviabili din respectivul specimen
clinic si nici nu poate face diferenta intre diversele
specii de micobacterii. De aceea este obligatoriu ca
examinarea microscopica a unui specimen clinic sa
fie urmata de cultivarea sa.

1.2. Cultura

Cultura este o metoda net superioara microsco-
piei in depistarea M. tuberculosis. Ea poate fi efec-
tuatd pe medii solide (Lowenstein-Jensen, Middle-
brook 7H10 sau 7H11) sau pe medii lichide (Youmans,
Dubos, Middlebrook 7H9). Pe mediile solide se
poate observa foarte bine morfologia coloniilor de
M. tuberculosis. Coloniile dintr-o prima cultura de
M. tuberculosis obtinute pe mediul Lowenstein-
Jensen au o textura caracteristica. Ele apar rugoase,
conopidiforme, de culoare alb-crem (Fig. 1). La
examinarea microscopica a unui frotiu dintr-o astfel
de colonie se observa numarul foarte mare de corzi
formate de celulele bacteriene, ceea ce face posibila
diferentierea lor de alte specii micobacteriene. Con-
versia morfologica a coloniilor de M. tuberculosis
la colonii netede pare a fi un semn de crestere a
patogenicitatii determinata de modificari in compo-
zitia peretelui celular.

Rata de crestere pentru micobacterii este definita
ca fiind timpul necesar pentru aparitia unor colonii
vizibile cu ochiul liber pe un mediu solid. Mico-
bacteriile ce cresc Tn mai putin de 7 zile sunt de-
numite cu crestere rapida, in timp ce aparitia colo-

niilor la mai mult de 7 zile de la inoculare defineste
micobacteriile cu crestere lenta.

FIGURA 1. Aspectul coloniilor de M. tuberculosis pe
mediul Lowenstein-Jensen

Micobacteriile apartinind MTC sunt cu crestere
lentd. Temperatura lor optima de crestere este de
35-37°C si sunt noncromogene (au o culoare alb-
crem ce nu se schimba dupa expunerea la lumina).

M. tuberculosis creste extrem de incet in labo-
rator, necesitand 3-8 saptamani de crestere pe me-
diile solide si cel putin 2 saptamani pe medii lichide.
Aceasta crestere lenta determina o mare intarziere
in diagnosticul TB. Pe de alta parte, s-a observat ca
la aproximativ 30% dintre pacientii cu TB aceasta
nu poate fi confirmata prin cultura pe mediu solid.

Au aparut Tnsd mediile lichide selective, in care
detectia cresterii M. tuberculosis se poate face in
1-2 saptamani, in functie de numarul bacililor tu-
berculosi din specimenul clinic. Existd mai multe
tipuri de aparate automate pentru cultura micobac-
teriilor pe medii lichide selective: BACTEC TB
460, BACTEC MGIT 960, BacT/Alert3D, Versa
TREK.

BACTEC TB 460 utilizeaza mediul Middlebrook
7HO9 1n care acidul palmitic este marcat radioactiv
cu 14C. Daca exista micobacterii viabile in pre-
levatul clinic introdus in flaconul de cultura, acestea
vor metaboliza acidul palmitic radioactiv, eliberand
CO, radioactiv. Rata de producere a CO, radioactiv
este direct proportionald cu rata de multiplicare a
micobacteriilor.

BACTEC MGIT 960 (Mycobacteria Growth In-
dicator Tube) este un sistem automat ce utilizeaza
un mediu Middlebrook 7H9 modificat cu indicator
de crestere fluorescent (film siliconat cu sare de ru-
teniu). Multiplicarea micobacteriilor poate fi citita
prin vizualizarea precipitatelor ce apar in partea
inferioara a tubului sau prin utilizarea unui emitator
portabil de lumina UV.
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BacT/Alert3D utilizeazd mediul Middlebrook
7HO in tuburi ce au in partea lor inferioara un de-
tector colorimetric ce-si schimba culoarea de la
verde inchis la galben pe masura acumularii de CO,
produs de cresterea micobacteriilor. Cu ajutorul
unui dispozitiv reflectometric este semnalata optic
si acustic pozitivarea culturii.

Versa TREK este un sistem automat ce utilizeaza
flacoane speciale care contin un burete cu structura
alveolara. Mediul de cultura este Middlebrook 7H9
imbogatit cu substante antibacteriene. Detectia cres-
terii micobacteriilor se face prin monitorizarea con-
sumului de O, si masurarea presiunii din flacon cu
ajutorul unui manometru. Flacoanele in care se
constatd scaderea presiunii de O, sunt raportate po-
zitive si semnalate vizual si acustic de catre aparat.

Aceste tipuri de aparate ce utilizeaza mediul
lichid pentru detectia cresterii M. tuberculosis sunt
in uz in diverse laboratoare de micobacteriologie
din Romania.

1.3. Teste biochimice si de identificare antigenica

Testele biochimice au fost multd vreme princi-
pala modalitate de diferentiere a micobacteriilor.
Dar ele necesita o perioada lunga de timp pentru
efectuare.

Testele uzuale de diferentiere in cadrul MTC
sunt: testul reducerii nitratului, testul acumularii
niacinei, cresterea in prezenta tiofen-2-hidrazidei
carboxilice (TCH), testul catalazei la temperatura
camereli, testul arilsulfatazei, testul ureazei, testul
cu pirazinamidaza, toleranta la clorura de sodiu,
testul reducerii teluritului, testul hidrolizei Tween
80. Diferitele laboratoare folosesc teste diferite de
identificare biochimica. De exemplu rezistenta la
TCH este o caracteristica a M. africanum, dar con-
centratia criticd folositd pentru acest test variaza
intre 1 si Spg/ml si aceasta lipsa a standardizarii
testelor creeazd ambiguitate 1n interpretarea rezulta-
telor. Clasic, In laboratoarele ce utilizeaza teste
biochimice, doar M. tuberculosis este considerat a
firezistent la TCH. Se admite ca pentru diferentierea
bacililor din MTC de micobacteriile netuberculoase
(MNT) este necesara efectuarea a minimum 4 teste
biochimice (1).

Actualmente s-au dezvoltat si teste rapide de
identificare a micobacteriilor, cum ar fi: BBL Taxo
TB Niacin—test pe strip pentru detectarea productiei
de niacina; BBL Taxo Nitrite Test Strip — test pe
strip pentru reducerea nitratului.

S-au dezvoltat si teste imunocromatografice ce
pot detecta tulpinile de micobacterii apartinand MTC
in mai putin de 15 minute. Un astfel de test este cel
ce pune in evidentd antigenul specific pentru

M. tuberculosis (Ag MPT 64). Testul se efectueaza
in primele 24-48 de ore dupa pozitivarea culturii pe
mediu solid sau lichid, pentru a putea evita falsele
reactii negative. Sensibilitatea testului este de 98,6%,
iar specificitatea de 97,7% (2). Programul National
de Control a Tuberculozei din Romania recomanda
utilizarea de rutind a acestui test pentru toate
culturile de micobacterii obtinute in laboratoarele
de micobacteriologie de nivel 2 si 3.

METODE MOLECULARE DE DIAGNOSTIC

In ultimii ani s-au dezvoltat mai multe metode
moleculare pentru detectia directd a micobacteriilor
din prelevalul clinic, identificarea speciilor si tes-
tuberculoase pentru M. tuberculosis din culturi bac-
teriene, metode ce au facut posibild scurtarea timpului
de diagnostic (3,4).

Totodata, metodele de tipare moleculara au facut
posibila descrierea unor variatii ale fenotipurilor de
M. tuberculosis cum ar fi virulenta, caracterele de
crestere, imunogenicitatea si transmisibilitatea (5).

Detectia micobacteriilor din prelevate clinice si/sau
din cultura

Aparitia metodelor de amplificare a acizilor nu-
cleici (AAN) au facut posibild punerea in evidenta
a ADN-ului sau ARN-ului micobacterian direct din
prelevatele clinice, anterior unui rezultat al culturii
produsului respectiv, iar dezvoltarea lor ulterioara
le-a facut accesibile laboratoarelor clinice de mico-
bacteriologie.

Existda mai multe metode de AAN: Enhanced
Mycobacterium tuberculosis Direct Test (E-MTD,
Gen-Probe, San Diego, CA); Amplicor Mycobac-
terium tuberculosis Test (Amplicor, Roche Diag-
nostic Systems, Inc., Branchburg, NJ); sistemul
Geno Type MTBDRplus ver 2.0 (Hain Lifescience
GmbH, Nehren, Germany).

Identificarea genotipica a acizilor nucleici

Se efectueazd folosind sonde nucleare (Gen-
Probe, AccuProbe Culture Confirmation Test, San
Diego, CA, etc). Acuratetea de confirmare este de
100% pentru M. tuberculosis (6). AccuProbe pentru
MTC poate fi efectuat pe culturi atdt din mediu
solid, cat si lichid si detecteaza prezenta tuturor
membrilor MTC. Amplificarea unitatii 16S din
ARNr sau elementul de insertie /S6770 sunt cele
mai obisnuite tinte utilizate. Alte regiuni folosite
pentru amplificare contin gena rpoB care codifica
subunitatea f din ARN polimeraza, gena hsp65,
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gena dnaJ, gena recA, gena sodA. Aceste teste se
pot efecua usor, rezultatul se obtine in cateva ore si
au o mare specificitate (7).

Teste comerciale

Testul Amplicor MTB

Testul Amplicor (Roche Molecular Systems,
Basel, Switzerland) se bazeaza pe o metoda de pro-
tein chain reaction (PCR) prin care ADN-ul mico-
bacterian este amplificat cu primeri biotinati formati
pe baza genei 16S a ARNT.

Amplificarea si detectia ADN-ului se efectueaza
automat cu ajutorul aparatului Cobas Amplicor, in
care, farda manevre suplimentare, produsul de am-
plificare este transferat automat in statia de detectie
unde va avea loc reactia colorimetricad de developare
si citire.

Timpul necesar intregului proces este de cca 6-7
ore. Controlul intern al acestui sistem de detectie a
micobacteriilor este un ADN sintetic caracterizat
prin secvente identice de tinte micobacteriene; cand
acesta nu este amplificat semnaleaza prezenta inhi-
bitorilor. Exista si kit-uri Amplicor pentru detectia
ADN ului M. avium si M. intracellulare din prele-
vate clinice.

In literatura de specialitate se aratd ci specifi-
citatea sistemului Amplicor MTB este apropiata de
100%, in timp ce sesibilitatea variaza intre 90% si
100% 1in specimenele clinice pozitive la micro-
scopie. (8) Dupa alti autori sensibilitatea tesutului
Amplicor (comparativ cu cultura) pentru probele
de provenienta respiratorie este de 79,4-91,9%;
specificitatea este de 99,6-99,8%, iar valoarea pre-
dictiva pozitiva este de 92,6-96,6 si valoarea pre-
dictiva negativa este de 98,6-98,7% (9).

Sensibilitatea pentru specimenele negative la
microscopie este intre 40% si 73,1% comparativ cu
cea a E-MTD si de aceea testul Amplicor a fost
aprobat de FDA in SUA doar pentru detectia directa
a M. tuberculosis In specimenele respiratorii BAAR
pozitive la microscopie.

Sistemul E-MTD

E-MTD (Gen-Probe, San Diego, CA) este un
sistem de amplificare izoterma (42°C) ce se bazeaza
pe amplificarea transcriptiei mediate dezvoltata de
Kwoh si colaboratorii, in care ARNr este eliberat
din celulele tinta prin sonicare, dupa care primer-ul
promoter se leaga de tintele ARNr. Revers trans-
criptaza este apoi utilizata pentru a copia ARNr pe
un hibrid cADN-ARN.

O regiune complex-specifica a genei /6S a
ARN-ului produce un dublu standard de ADN prin
actiunea combinata a revers transcriptazei si ribo-

nucleazei. In contrapartida, ARN polimeraza catali-
zeaza sinteza ARN-ului ribozomal din ADN-ul
ribozomal sintetizat anterior. In acest fel, un nou
ciclu va incepe in momentul in care noul produs
ARN ribozomal initiaza noi transcriptii prin revers
transcriptaza.

Ampliconii ARN sunt apoi detectati chemilumi-
niscent cu un ester de acridinium etichetat ADN
intr-o solutie de hibridizare. Intreaga procedura de
amplificare este izoterma si se produce intr-un sin-
gur tub, ceea ce duce la scaderea riscului de conta-
minare. Dupa efectuarea decontaminarii preleva-
tului clinic, testul E-MTD poate fi finalizat in cca 3
ore. Acest test nu are nevoie de control intern pentru
a monitoriza prezenta sau absenta inhibitorilor.

Testul E-MTD functioneaza atat in cazul pre-
levatelor clinice BAAR pozitive la microscopie,
cat si in cazul celor BAAR negative la microscopie.
Sensibilitatea acestui test pentru specimenele cli-
nice respiratorii este de 90,9-95,2%, specificitatea
sa este de 98,8-100%, valoarea predictiva pozitiva
este de 83,3-100%, iar valoarea predictiva negativa
este de 98,4-99,6% (8-10).

Sistemul BD Probe Tec ET

Sistemul BD Probe Tec ET (Becton Dickinson,
Sparks, MD) utilizeaza ADN polimeraza si ampli-
ficarea izotermala pentru a produce multiple copii
ale IS6110, un element de insertie unic pentru
M. tuberculosis.

Anterior introducerii probei 1n sistemul automat
sunt necesare cateva manevre: proba este inactivata
initial la 105°C si apoi sonicatd pentru a extrage
ADN-ul, transferatd intr-un godeu la 72,5°C si
subsecvent intr-un godeu de amplificare la 54°C. In
aparatul BD Probe Tec ET microplacile continand
probele si reactivii de amplificare se incubeaza la
52,5°C si fluorescenta emisa este monitorizatda in
mod continuu. Timpul de finalizare al unei probe cu
acest test este de 3,5-4 ore. Testul contine un control
intern caracterizat de aceeasi secventa ca si tinta
micobacteriana. Cand amplificarea nu s-a facut,
acest control este cel ce da alertd pentru prezenta
inhibitorilor. In literatura de specialitate se descriu
pentru probele pozitive la microscopie si foarte
variabile (intre 0,33% si 100%) pentru probele ne-
gative la microscopie (8).

Sistemul de hibridizare pe banda (line probe assay)
Existd doud sisteme comerciale de hibridizare
pe banda: Geno Type Mycobacterium si INNO
LiPA Mycobacteria.
Geno Type Mycobacterium este un sistem de
revers hibridizare bazat pe multiplex-PCR, produs
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de firma Hain Lifescience GmbH, Nehren, Germania.
Poate detecta atait MTC, cat si micobacteriile atipice
(M. avium, M. chelonae, M. abscessus, M. fortuitum,
M. gordonae, M. intracellulare, M. scrofulaceum,
M. interjectum, M. kansasii, M. malmoense,
M. peregrinum, M. marinum/M. ulcerans, comple-
xul M. tuberculosis i M. xenopi).

Sistemul se bazeaza pe detectia polimorfismului
unei singure nucleotide din gena gyrB §i pe prezenta
sau absenta regiunilor de diferentiere (RD). Di-
feritele probe specifice de ADN apar imobilizate ca
linii paralele pe o banda si sunt detectate colori-
metric.

Sistemul Geno Type Mycobacterium are mai

multe kit-uri:
* Geno Type MTBDRplus v 2.0, kit de analiza ge-
netica pentru identificarea complexului M. tubercu-
losis si identificarea rezistentei la rifampicina (RIF)
si izoniazida (INH) din specimen clinic pozitiv si/
sau negativ microscopic si probe din cultura
bacteriana.

Acest test se efectueaza de rutina in cele 2 la-

boratoare nationale de referintd din Romania pen-
tru toate prelevatele clinice pozitive In microscopie.
* Geno Type MTBC, kit de diferentiere a comple-
xului M. tuberculosis din culturi, ce diferentiaza
urmatoarele specii apartinand complexului M. tu-
berculosis: M. tuberculosis/M canettii, M. africa-
num, M. microti, M. bovis subsp. bovis, M. bovis
subsp. caprae si M. bovis BCG. Acest kit este cea
mai fiabila metoda directd de identificare a mem-
brilor MTC, dar nu poate diferentia M. canetii de
alti membri ai MTC.
*  Geno Type Mycobacterium CM (Common Myco-
bacteria) ver 1.0, kit de analizd genetica pentru
identificarea celor mai relevante specii micobac-
teriene cu importanta clinica din culturi, identifica
urmatoarele specii micobacteriene: M. avium ssp.
M. chelonae, M. abscessus, M. fortuitum, M. gor-
donae, M. intracellulare, M. scrofulaceum, M. in-
terjectum, M. kansasii, M. malmoense, M. pere-
grinum, M. marinum/M. ulcerans, complexul M.
tuberculosis si M. xenopi.
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Testele Geno Type sunt relativ usor de efectuat,
sunt usor de interpretat si sunt rapide.

Sensibilitatea acestor teste, comparativ cu sec-
venta /6S din gena ARNr este de 97,9-99,3%, iar
specificitatea de 92,4-99,4% (8).

Sistemul INNO LiPA Mycobacteria v.2 este
bazat pe principiul revers hibridizarii. Materialul
ADN biotinat este hibridizat cu probe de oligo-
nucleotide specifice imobilizate ca linii paralele pe
o banda. Dupa hibridizare se adauga streptavidina
etichetata cu fosfataza alcalina ce se leaga de orice
hibrid biotinat format anterior. Incubarea cu
5-bromo-4-cloro-3-indolil fosfat si nitroblue tetra-
zolium (BCIP/NBT) determina aparitia unui preci-
pitat brun purpuriu. Pentru a lucra testul INNO-
LiPA Mycobacteria v.2, trebuie efectuata ampli-
ficarea regiunilor spacer 16S-23S din ARNr. Apoi
produsul de amplificare este hibridizat folosind o
banda pe care sunt fixate 22 de probe paralele de
ADN si 2 probe de control (Fig. 2).

Aparitia unor linii clar vizibile pe banda este
considerata ca reactie pozitiva. Rezultatele obtinute
se interpreteaza folosind un sablon furnizat de
producator. Pot fi astfel identificate 17 din cele
mai frecvent izolate specii micobacteriene: MTC,
M avium, M. intracellulare, M. scrofulaceum,
M. kansasii, M. xenopi, M. chelonae, M. gordonae,
M. fortuitum, M. malmoense, M. genavense, M. simiae,
M. smegmatis, M. haemophilum, M. marinum/
M. ulcerans si M. celatum. Sensibilitatea este de
100%, iar specificitatea de 94,4%. (8) Dar INNO
LiPA Mycobacteria v.2 nu poate fi lucrat decat pe
probe din cultura si nu direct din prelevate clinice.

Alte tehnici de biologie moleculara prin care se
pot obtine rezultate rapide si de mare acuratete in
identificarea speciilor micobacteriene sunt:

Tehnica de secventiere a ADN-ului. Ea consta
in efectuarea unei amplificari a ADN-ului micobac-
terian extras din cultura cu primeri genus-specifici,
urmata de o secventiere a ampliconilor intr-un sis-
tem automat. Identificarea ulterioara a tulpinii mi-
cobacteriene se face prin compararea secventei de
nucleotide cu o bazd cunoscutd de secventiere.

- MFO
24 - MSM

2
2
2
23

FIGURA 2. [ ocalizarea diverselor probe pe banda de INNO LiPA Mycobacteria v2.
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Asfel de baze de secventiere sunt GenBank, Ribo-
somal Differentiation of Medical Microsystems
Database (RIDOM)(11), European Molecular Bio-
logy Laboratory (EMBL). Cea mai utilizata tinta
pentru secventiere este /6S ARNr. Instrumentul
comercial cu care se poate efectua secventierea /65
ADNr este MicroSeq System (Applied Biosistems,
CA). Prin aceastda tehnica nu poate fi diferentiat
M. canetti de alti membri ai MTC, dupa cum nu pot
fi diferentiate nici alte specii de micobacterii ca
M. chelonae, M. abscessus, M. immunogenum.
Pentru diferentierea acestora este necesara o a doua
tehnica de analiza a deletiei.

Reactia de polimerizare in lant si analiza en-
zimelor de restrictie pentru identificarea mico-
bacteriilor din cultura

Este o metoda dezvoltata in 1993 de Telenti si
colaboratorii, ce se bazeaza pe amplificarea secven-
tei 441-bp a genei hsp65 prin tehnica de PCR,
urmata de restrictia produsului de amplificare cu
ajutorul a doua enzime de restrictie BstEll si Haell.
Fragmentele rezultate in urma digestiei cu enzime
restrictive sunt apoi analizate prin electrofereza in
gel de agaroza si comparate cu un algoritm preexis-
tent. Testul poate fi finalizat intr-o singura zi. (8)

Metoda de genotipare 156110 RFLP (Restriction
Lenght Fragment Polymorphism) detecteaza varia-
tiile generate de insertia elementului /1S6110. Acest
element de insertie este capabil de autocopiere si
apoi se poate insera oriunde in genom printr-un
proces denumit transpozitie. Diversele tulpini dife-
rd Intre ele atat prin numarul de copii al elementului
1S6110, cat si prin pozitia acestor copii In ADN-ul
bacterian. Aceasta a devenit actualmente cea mai
folosita metoda pentru diferentierea tulpinilor de
M. tuberculosis izolate. Metoda se poate aplica
doar culturilor de micobacterii de 20-40 de zile
pentru a putea obtine suficient material ADN.
Perioada mare de timp limiteaza utilitatea metodei
de tipare RFLP, in special in studiile de transmisie
nozocomiald a tuberculozei in unitati clinice. (12)

Spoligotiparea (spacer oligonucleotide typing),
onoud metoda de selectie si tipare a MTC dezvoltata
in ultimii ani, este o metoda de hibridizare ce
detecteaza variabilitatea in regiunile direct repeti-
tive (DR) din ADN-ul M. tuberculosis. Spoligoti-
parea este, de fapt, o amplificare a locusurilor DR
ce implica o reactie de PCR, urmata de hibridizarea
produsilor de reactie pe 0 membrand ce contine
oligonucleotidele corespunzitoare celor 43 de
spaceri legati covalent (Fig. 3). Fiecare tulpina de
micobacterie are un semnal pozitiv sau negativ
pentru fiecare spacer. Rezultatul se poate obtine
dintr-o culturd de M. tuberculosis intr-o singura zi.

Datele din studii internationale de spoligotipare au
identificat un numar mare de clade sau genogrupuri
(12).

spacers

1 43
RORRRRRRNRRRRRRRNEN DORRDURORED  DODDDER  H37Re
A0 RRRRE DRENND DIRRNRnnmm BCG
m Beijing
RRRRRERRRRRERERRRIRRRRRRRRRERRDD  RDDDDDD s2
ANRRRRRRRNRRRER DDRRREDRENERENDD  HREDDDR A
RINRD  DNRRRRNENNEREREE  §ENDEDR B
RNRRRRRNRNRRNER @R RNONRNEERD  REEDEDR c
I DRRRNRRRRNER 00 DNRMREENDD  NREDDDR 0

FIGURA 3. Spoligotiparea — aspectul spacerilor in
diverse tulpini micobacteriene (13).

Recombinarea genetica, rearanjarile si insertiile/
deletiile asociate acestor elemente, locatia cromo-
zomald si numarul de copii au fost utilizate ca
markeri specifici epidemiologici pentru tulpinile de
M. tuberculosis.

Secventa de ADN cu cel mai mare potential de
amplificare este elementul de insertie 1S6710.
Depinzand de organismul in care a fost caracterizat,
acest element este denumit [S67/10 sau IS986
(M. tuberculosis) sau IS987 (M. bovis BCQG).

Huard si colaboratorii au investigat profilul DR
al MTC si, bazandu-se pe acest profil, au dezvoltat
o metoda rapida si simpla de tipizare a MTC care
utilizeaza, regiunile cromozomale ale MTC ca re-
giuni de diferentiere a deletiei locilor. Ei au utilizat
sapte perechi de primeri PCR pentru a amplifica
loci specifici cu care au efectuat un panel de tipare
PCR a MTC.

Acest panel nu face doar diferentierea intre sub-
speciile MTC, ci face si o diferentiere a izolatelor
MTC de speciile importante de NTM. (14)

Este cunoscut faptul ca diferitele tulpini de
M. tuberculosis au caractere clinice si epidemiologice
distincte. Unele tulpini de M. tuberculosis au o
mare capacitate de diseminare si de a deveni MDR,
in timp ce altele tind sa aiba doar o limitare locala.
De aceea, in ultimul timp a inceput sa se acorde o
atentie sporitd identificarii tulpinilor de M. tuber-
culosis. Filogenetic, distributia specifica a clonelor
de M. tuberculosis sau a tulpinilor de MDR-TB
poate fi urmarita prin metode de tipare moleculara
la nivel regional, de tard sau chiar la nivel global.
Instrumentul folosit pentru tiparea epidemiologica
a tulpinilor de M. tuberculosis este spoligotiparea
(15;16).

Exista o baza internationala de date de spoligo-
tipare. Cea mai recentd versiune, cea de-a patra
baza de date, SpolDB4 contine cca 60.000 de mo-
dele distribuite in 2 300 SIT.
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Metoda de tipare VNTR (Variable Number
Tandem Repeat) se bazeaza pe analiza segmentului
de ADN ce contine secventa de ,,tandem repeat®;
numarul de copii al acestei secvente variaza intre
tulpini. Metoda consta in calcularea numarului de
repetitii pe baza marimii produsului de amplificare.
Lungimea elementelor repetitive reflectd numarul
de copii VNTR amplificate. Rezultatul final este un
cod numeric, corespunzator fiecarui locus VNTR.
Acest tip de genotipare numericd permite studii
comparative intra si interlaboratoare. In comparatie
cu metoda IS677/0 RFLP, metoda de tipare VNTR
este mai rapida si virtual potrivita pentru toate izo-
latele de M. tuberculosis, inclusiv pentru acelea cu
doar cateva copii. (17)

Toate aceste teste de AAN existente pe piata fac
posibild scurtarea perioadei de diagnostic, dar ele
nu Inlocuiesc examenul microscopic sau cultura.

Pentru ca testele nu pot face distinctia intre ba-
cilii tuberculosi vii si cei morti, ele nu pot fi folosite
pentru monitorizarea terapiei antituberculoase. Cli-
nicianul trebuie sad interpreteze rezultatul testelor
AAN doar in context clinic (9).

Teste pentru identificarea rezistentei la
medicamentele antituberculoase

TB-MDR constituie actualmente o serioasa ame-
nintare din cauza faptului ca existd doar un numar
foarte limitat de medicamente antituberculoase ce
se pot administra Tn asemenea cazuri.

Testele de sensibilitate la medicamentele antitu-
berculoase se efectueaza in mod curent in labo-
ratoarele abilitate prin metodele clasice pe medii
solide sau lichide cu medicamente antituberculoase
si prin definirea rezistentei ca si crestere a mico-
bacteriei testate mai mare sau egala cu 1% Impotriva
medicamentului testat. (18)

M. tuberculosis devine rezistent la medicamen-
tele antituberculoase in urma mutatiilor ce apar la
nivelul locilor cromozomali. Mutatiile punctiforme
determina aparitia rezistentei la un singur medi-
cament, iar acumularea mai multor astfel de mutatii
punctiforme duce la aparitia MDR-TB si XDR-TB.
Aparitia tulpinilor de M. tuberculosis rezistente la
antituberculoase se produce in special atunci cand
tratamentul antituberculos este aplicat cu intermi-
tentd, cand el nu este adecvat, cand pacientul pri-
meste un singur antibiotic antituberculos, cand pa-
cientul nu este compliant la tratament, cand medi-
camentele antituberculoase sunt de calitate slaba si
rareori datorita slabei absorbtii la nivel intestinal.

Detectia tulpinilor de M. tuberculosis rezistente
la antituberculoase se face In mare parte prin me-
tode fenotipice In urma cultivarii pe medii solide cu
medicamente antituberculoase (LJ) sau medii lichi-
de in apatate de tip BACTEC TB-460, BACTEC
MGIT 960, Bact/Allert 3D sau VersaTrek. Culti-
varea micobacteriilor pe medii lichide a determinat
o oarecare scurtare a timpului de identificare, dar
nu suficientd pentru orientarea clinicienilor in pre-

Gene(s) Mutation
Drug (year of MIC involved in frequency
discovery) pg/ml resistance Gene function Role Mechanism of action %
Isoniazid (1952) 0.02-0.2 katG Catalase-peroxidase Pro-drug Inhibition of mycolic acid 50-95
inhA Enoyl ACP reductase conversion biosynthesis and other 8-43
Drug target multiple effects
Rifampicin (1966) 0.05-1  rpoB B subunit of RNA polymerase  Drug target  Inhibition of RNA synthesis 95
Pyrazinamide (1952) 16-50 pncA Nicotinamidase/pyrazinamidase Pro-drug Depletion of membrane energy 72-97
(pH 5.5) conversion
Ethambutol (1961) 1-5 embB Arabinosyl transferase Drug target  Inhibition of arabinogalactan 47-65
synthesis
Streptomycin (1944) 2-8 psL $12 ribosomal protein Drug target  Inhibition of protein synthesis ~ 52-59
s 165 rRNA Drug target 8-21
gidB rRNA methyltransferase Drug target ?
(G527 in 530 loop)
Amikacin/kanamycin = 2-4 s 16S rRNA Drug target  Inhibition of protein synthesis 76
(1957) 165 rRNA
Capreomycin (1960) thyA 2'-0-methyltransferase
Quinolones (1963) 0.5-25 gyrA DNA gyrase subunit A Drug target  Inhibition of DNA gyrase 75-94
gyrB DNA gyrase subunit B
Ethionamide (1956) 2.5-10  etaA/ethA Flavin monooxygenase Prodrug Inhibition of mycolic acid 37
conversion synthesis
inhA Drug target 56
PAS (1946) 1-8 thyA Thymidylate synthase Drug Inhibition of folic acid and 36
activation?  iron metabolism?

MIC = minimum inhibitory concentration; ACP = acyl carrier protein; PAS = para-aminosalicylic acid.

FIGURA 4. Mecanismul rezistentei la medicamentele antituberculoase (19)
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scrierea tratamentului optim. Aparitia metodelor
moleculare este cea care a facut posibild scurtarea
perioadei de detectare a rezistentei. Zhang si co-
laboratorii au sistematizat mecanismele de rezis-
tentd la medicamente antituberculoase, redate in
Figura 4. (19)

Mutatia cea mai bine studiatd este cea care
determina rezistenta M. tuberculosis la rifampicina
(RIF). RIF este un antibiotic antimicobacterian ce
face parte din terapia standard a TB. In 96% din
cazurile de rezistenta la RIF, aceasta se datoreaza
mutatiilor In segmentul 81-pb al genei rpoB ce
codeaza subunitatea 5 a ARN polimerazei (9,20,21).

Rezistenta la izoniazida (INH) este determinata
de alterari in mai multe gene, dar mutatiile in genele
katG si inhA s-au gasit in proportie de 75-85% la
tulpinile de M. tuberculosis rezistente la INH.

Bazele genetice ale rezistentei la alte antibiotice
antituberculoase sunt mult mai complexe: rezistenta
la streptomicina si la alte aminoglicozide este
determinatd de mutatii in gena 16S ARNr sau pe
gena rpsL; rezistenta la pirazinamida (PYZ) este
determinatd de mutatii in gena pncA; rezistenta la
ethambutol (ETH) este determinatd de mutatii in
gena embB(9).

Tehnicile care permit detectia mutatiilor ce de-
termina rezistenta la diverse medicamente antitu-
berculoase sunt:

Secventierea ADN-ului prin reactia de poli-
merizare in lant se bazeaza pe amplificarea regiu-
nii asociate rezistentei, dupa care ampliconii sunt
secventiati pentru a putea determina prezenta sau
absenta mutatiilor specifice.

Tehnici de hibridizare pe banda, cu cele doua
sisteme comerciale: Inno-LiPA RifTB (Innoge-
netics, Gent, Belgium) si Geno Type MDRTBplus
(HAIN Lifescience, Nehren, Germany) ce detec-
teaza rezistenta la RIF si/sau INH si Geno Type
MDRTBs/, pentru detectia rezistentelor la fluoro-
quinolone, etambutol si aminoglicozide. Ambele
tehnici sunt specifice pentru MTC.

Inno-LiPA RifTB contine 10 oligonucleotide
pe banda de nitroceluloza: una pentru MTC, 5
pentru tulpinile salbatice (S1-S5) si 4 (R) pentru
probe in vederea detectiei celor mai frecvente mu-
tatii ce determina rezistenta la RIF. Probele R folo-
site sunt: R2 Asp615Val, R4 His526Tyr, T4b His
526Asp,RS5 Ser531Leu. O tulpind de M. tuberculosis
este considerata sensibild la RIF daca toate cele 5
probe sélbatice dau un semnal pozitiv si daca cele 4
probe pentru rezistenta sunt negative. Absenta hi-
bridizarii in una sau mai multe din probele S
semnificd o mutatie ce trebuie identificatd prin prin
una din probele R. Inno-LiPA RifTB se recomanda

afiutilizat numai in probele in care exista o cantitate
mare de ADN si nu poate fi utilizata direct in
specimenele clinice.

Geno Type MTBDRplus identifica simultan
MTC si detecteaza cele mai comune rezistente in
gena rpoB (rezistenta la RIF), katG si inhA (rezis-
tenta la INH) (Fig. 5). Rezistenta la rifampicina
este identificata in 98,7% dintre cazuri, iar rezistenta
la HIN in 92% dintre cazuri folosind Geno-Type
MTBDRplus. Acest test poate fi folosit atat pentru
detectia rezistentelor la RIF si INH in tulpinile de
M. tuberculosis izolate pe medii de cultura solide
sau lichide, cat si direct din produsele patologice
pozitive la microscopie (22).

Geno Type MTBDRSs/ pentru detectia rapida a
rezistentelor la fluoroquinolone, aminoglicozide de
linia a 2-a (amikacind §i kanamicind), etambutol si
peptide ciclice (capreomicina) direct din prelevatele
clinice si/sau din culturd. Specificitatea si sensi-
bilitatea sunt intre 70-80%. Acest test este foarte
util in detectia rapida a pacientilor XDR-TB (23).

PCR-SSCP (protein chain reaction single
strand conformation polymophisms) se bazeaza
pe distorsiunea conformationala pe care substitutia
unei nucleotide o poate determina intr-un singur fir
al unui fragment ADN. Aceasta schimbare confor-
mationald determind o mobilitate electroforetica
diferita de cea a fragmentului unui singur fir al
tulpinii salbatice. Aceastd metoda are o specificitate
de 100% pentru rezistenta la RIF si INH si o
sensibilitate de 96% pentru RIF si 87% pentru INH,
utilizand 4 regiuni genetice (rpoB, katG, inhA si
ahpC). (8)

Metodologia Real-time PCR are o specificitate
de 100% atat pentru rezistenta la RIF, cat si pentru
cea la INH, iar sensibilitatea este de 98% pentru
detectia mutatiilor responsabile de rezistenta la RIF
si 85% pentru detectia mutatiilor responsabile de
rezistenta la INH.

Metoda Microarray are la baza regula de com-
plementaritate a bazelor din mostre de ADN cu-
noscute cu cele din ADN-ul de identificat (24). Prin
analiza unui singur fragment se pot afla informatii
despre mii de gene. O astfel de tehnica este cea
cunoscuta sub denumirea de TB-Biochip, prin care
se pot depista rezistente la RIF si INH. Tehnica
biocipurilor a fost dezvoltata de A.D. Mirzabekov
in anii 1980 in Federatia Rusa si a fost primul test
de genetica moleculard de uz comercial folosit in
diagnosticul TB-MDR.

GeneXpert MTB/RIF (Cepheid GeneXpert
System, Sunnyvale) este un sistem inchis, complet
automatizat, cu card, pentru detectia MTC si a re-
zistentei la RIF. Metoda consta intr-o reactie de
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FIGURA 5. Exemple cu benzi Geno Type MDRTB plus prezenténd diverse tipuri de rezistente: 1) MT sensibil la RIF
si INH; 2) MT cu rezistenta la RIF si INH (MDR-TB); 3) MT cu monorezistenta la INH; 4) MT cu rezistenta la RIF si

INH (MDR-TB); 5) MT cu rezistents la RIF si INH (MDR-TB).

PCR 1n timp real si analiza fragmentelor genetice
de amplificare. Rezultatul se obtine in decurs de
doua ore si riscul de contaminare este foarte mic.
Dezavantajul este dat de costul ridicat al echipa-
mentului si al cardurilor de unica folosinta.

Prin comparatie cu antibiograma fenotipica pen-
tru detectia rezistentei la RIF, sensibilitatea metodei
este de 99,2%, pana la 100% pentru prelevatele
clinice pozitive la examinarea microscopica si de
72,5% pana la 84,6% pentru prelevatele clinice
negative la examinarea microscopica, dar pozitive
la culturd (25,26). OMS recomanda inca din anul
2010 utilizarea acestui sistem in tarile cu endemie
TB crescuta in diagnosticul initial al suspectilor de
MDR-TB si al celor cu asociere HIV/TB, stiut fiind
ca n 85% dintre cazuri rezistenta la RIF se asociaza
rezistentei la INH.

Pirosecventierea este o metoda relativ noua de
secventiere a ADN-ului micobacterian si de depis-
tare arezistentelor lamedicamentele antituberculoase
si care s-a dovedit foarte buna. Exista studii care au
aratat o sensibilitate a metodei de 96,7% si o speci-
ficitatea de 97,3%. (27) Este o metodd mai putin

costisitoare decat GeneXpert, dar rezultatele se
obtin in 1-3 zile.

Metoda cromatografiei lichide de inalta per-
formanta (HPLC) este o metoda de diferentiere a
micobacteriilor bazata de diferentele de profil din
acidul micolic. Acizii micolici sunt acizi grasi cu
greutate moleculard mare ce se pot separa croma-
tografic, iar cromatograma este apoi interpretata
dupa un model specific pentru fiecare specie de
micobacterie. Este 0 metoda cu mare sensibilitate si
specificitate, dar care necesita o inalta expertiza in
recunoasterea speciilor si este greu de aplicat in
laboratoarele de diagnostic curent si nici nu poate fi
folosita direct pe prelevatele clinice. (28)

Utilitatea clinica a metodelor moleculare este
deosebita, ele scurtand perioada de diagnostic, dar
niciuna din aceste metode nu inlocuieste micro-
scopia frotiului din prelevatul clinic si cultura. Ele
maresc capacitatea de diagnostic iTn masura in care
sunt corect interpretate, In context clinic si in con-
cordanta cu caracteristicile lor de performanta, dar
si ale laboratorului ce le efectueaza.
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