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—— REZUMAT —

Tuberculoza (TB) ramane una dintre cele mai importante provocari de sanatate publica in intreaga lume.
Organizatia Mondiala a Sanatatii (OMS) estimeaza ca aproximativ o treime din populatia globului este
infectata cu Mycobacterium tuberculosis (M. tuberculosis).

Diagnosticul precoce, o terapie adecvata si masuri de prevenire a transmiterii bolii sunt esentiale Tn vederea
unui control eficient al TB. Problemele care apar sunt legate de managementul clinic si de prevenirea
diseminarii bolii la nivelul populatiei generale.

In ceea ce priveste diagnosticul, depistarea precoce a infectiilor cu M. tuberculosis, precum si stabilirea
sensibilitatii la medicamentele anti-TB a tulpinilor izolate reprezinta abordari esentiale. Aparitia metodelor
moderne de diagnostic molecular a scurtat considerabil atat timpul necesar pentru diagnostic, cat si perioada
in care se pot obtine rezultatele privind sensibilitatea la medicamentele anti-TB. O astfel de metoda este
reprezentata de GenoTypeMDRTBplus. Studiind 234 de produse recoltate in perioada octombrie-decembrie
2013, am depistat 161 de tulpini cu sensibilitate atat la rifampicina, cat si la izoniazida, in timp ce alte 54 de
tulpini prezentau rezistenta. Alte rezultate ale investigatiei acestor tulpini vor fi prezentate in acest articol.

Cuvine cheie: GenoTypeMDRTBplus, Mycobacterium tuberculosis, MDR-TB,
— gena rpoB, gena katG E—

— ABSTRACT —

Tuberculosis (TB) remains one of the most important public health challanges all over the world. World
Health Organization (WHO) estimates that almost one third of the world’s population is infected with Myco-
bacterium tuberculosis (M. tuberculosis).

Early diagnosis, an adequate therapy, and preventions measures of disease spread are essential for an ef-
ficient control of TB. Problems that arise are related to the clinical management and prevention of dissemina-
tion of the disease in the general population.

In terms of diagnosis, of great importance is the early detection of M. tuberculosis and the detection of sus-
ceptibility to antituberculous drugs in the mycobacteriology laboratory.

The advent of new and modern methods of molecular diagnosis has considerable shortened the time in
which the bacteriological diagnosis and susceptibility tests to antituberculous drugs are established. Such a
test is GenoTypeMDRTBplus. Studying the 234 pathological prelevates positive to microscopy from the pe-
riod October — December 2013, we have revealed that 161 strains were sensitive to rifampicin and isoniazid,
and 54 strains were resistant. Others results of the study will be presented in this article.
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INTRODUCERE

Tuberculoza (TB) ramane una din cele mai im-
portante provocari de sanatate publica in Intreaga
lume in ultimele decenii. In raportul WHO din anul
2013 se estima ca 1n anul 2012 la nivel mondial
circa 8,6 milioane de persoane aveau TB si au fost
inregistrate aproximativ 1,3 milioane de decese prin
aceasta boala. (1) Datele sunt foarte asemanatoare
cu cele din estimarile precedente.

Diagnosticul precoce, o terapie adecvata si ma-
surile de prevenire a transmiterii bolii sunt esentiale
in vederea unui control eficient al TB. In ultima
perioada se discuta din ce in ce mai mult despre TB
cu germeni multi-rezistenti (MDR-TB) (infectia cu
M. tuberculosis rezistent la RIF si HIN (2) si res-
pectiv tuberculoza XDR (XDR-TB la care M. fu-
berculosiseste rezistent la cel putin 4 dintre medi-
camentele anti-TB de baza; tulpina este rezistenta
la RIF, HIN, fluorochinolone si la cel putin unul
dintre medicamentele injectabile de linia a II-a).
prin metode clasice (ex. metoda proportiilor pe me-
diul solid Lowenstein-Jensen) permite obtinerea
rezultatelor in cateva saptamani. Clinicienii au
nevoie de rezultate cat mai rapide privind rezistenta
la RIF si/sau HIN pentru a putea initia tratamentul
standard sau pentru a propune regimuri extinse la
cazurile rezistente la aceste medicamente. In cazul
in care tulpinile sunt sensibile, RIF si HIN distrug
circa 99% dintre bacilii tuberculosi in primele 2
luni de la initierea tratamentului. (2)

Metodele de biologie moleculara au facut po-
sibila nu doar analiza mecanismului de aparitie a
mutatiilor ce determina rezistenta la medicamentele
anti-TB. Una dintre primele mutatii detectate a fost
cea care determind rezistenta M. tuberculosis la
RIF. (3-4) In 95% dintre cazurile de rezistenti la
RIF, aceasta apare din cauza mutatiilor in segmentul
81bp al genei rpoB ce codeaza subunitatea p a ARN
polimerazei. (5)

Rezistenta M. tuberculosis la RIF apare cu o
frecventd de 1 la 107-108 bacili tuberculosi. Mu-
tatiile In regiunea rpoB au fost depistate la > 95%
din tulpinile de M. tuberculosis rezistente la RIF.
(6) Cele mai multe tulpini rezistente la RIF prezinta
o singurda mutatie la nivelul acestei gene; mutatiile
multiple se intalnesc foarte rar. (7-8) Cea mai frec-
venta mutatie ce survine in cca 81% dintre cazurile
de rezistenta la RIF afecteza codonii 531 si 526 si
determina o rezistenta fenotipica ridicatd, precum
si o rezistentd incrucisata cu alte rifamicine.

HIN (hidrazida acidului nicotinic) este un me-
dicament anti-TB de prima linie (introdus in tra-

tamentul TB in 1952). Este un medicament foarte
eficient (CMI cuprinse intre 0,02 si 0,2pug/ml) care
patrunde rapid in tesuturi iar activitatea sa nu este
influentata de pH-ul mediului. Rezistenta la HIN a
aparut rapid. (9) Rezistenta la HIN reprezinta un
prin pas spre aparitia MDR-TB. Existd regiuni in
care 20-30% din tulpini sunt rezistente la HIN. (10)

Modalitatea de actiune a HIN este foarte com-
plexa. HIN este un precursor ce necesita activare cu
participarea enzimei catalaza-peroxidaza (KatG)
codificatd de gena katG. Dupa activare HIN impie-
dica sinteza acizilor micolici din peretele celular
prin inhibitia reductazei NADH dependente enoil-
ACP, ce este codificatd de gena inhA. HIN este
activd Tmpotriva bacililor tuberculosi in faza de
crestere, dar nu si Impotriva bacililor dormanti.
Oxigenul are un rol important in actiunea HIN, in
sensul ca HIN nu este activa pe M. tuberculosis din
tuberculoame.

Rezistenta la HIN este determinata de alterari la
nivelul mai multor gene. Mutatiile aparute in genele
katG si inhA sunt cele mai frecvente (75-85%).
Intre 20% si 95% din tulpinile de M. tuberculosis
rezistente la HIN au cel putin o mutatie in gena
katG (11). Mecanismul de rezistenta la HIN poate fi
reprezentat de pierderea genei katG ce codeaza
catalaza peroxidazica. Poate exista o deletie a genei
katG sau pot exista mutatii punctiforme (ce sunt
mult mai frecvente decat deletia).

Rezistenta la HIN poate aparea si prin mutatii in
gena structurala inhA4 (codeaza NADH-dependenta
de enoyl-ACP reductaza). Aceasta mutatie apare la
15-43% din tulpinile de M. tuberculosis HIN rezis-
tente. Marea majoritate a tulpinilor care au o mu-
tatie in inhA, dar fara mutatii in katG au de obicei o
rezistenta relativ scazuta (> 0,2pug/ml i < sau egala
cu 1 pg/ml) (12). S-a demonstrat ca pot exista mu-
tatii si in alte gene, cum ar fi furd, Rv 0340-0343,
Rv1772, fadE24, efpA, etc (12). Aceste mutatii sunt
legate In marea lor majoritate de mutatii in gena
katG si/sau in promoterul genei inhA, facand greu
de interpretat rolul lor in rezistenta la HIN.

Exista studii care au demonstrat o stransad aso-
ciere intre mutatiile din genele katG, inhA si ahpC
si rezistenta la HIN. (12-14)

Metodele de biologie moleculara care permit
evidentierea mutatiilor responsabile de rezistenta la
medicamentele anti-TB scurteaza foarte mult tim-
pul necesar obtinerii acestei informatii §i pot avea
relevanta in punerea diagnosticului de MDR-TB si
initierea tratamentului corespunzator.

Sistemul de detectie prin tehnici de biologie mo-
leculara a rezistentei la RIF si/sau HIN, produs de
HAIN Lifescience, a fost recomandat de OMS
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pentru laboratoarele de nivel 3 inca din anul 2008.
(15) Acest sistem a intrat in practica laboratoarelor
nationale de referintd (LNR) pentru bacteriologia
tuberculozei din Roménia in a doua jumatate a
anului 2013.

MATERIALE $1 METODE

Studiul prospectiv s-a desfasurat in perioada oc-
tombrie-decembrie 2013. Prelevatele clinice au
fost reprezentate de: spute, aspirate bronsice si li-
chide pleurale provenite de la pacienti internati n
Institutul de Pneumoftiziologie ,,Marius Nasta“
(IPMN) cu suspiciunea de TB pulmonara sau pa-
cienti tratati anterior pentru TB pulmonara si re-
internati pentru control. Au fost luate in considerare
doar prelevatele pozitive pentru bacili acido alcoolo
rezistenti (BAAR), In numar de 234. Toate prele-
vatele au fost cultivate si pe mediul solid Low-
enstein-Jensen (LJ) pentru obtinerea culturilor din
care ulterior s-au efectuat antibiogramele de prima
linie (HIN si RIF).

Sputele si aspiratele brongice primite in laborator
in perioada octombrie-decembrie 2013 au fost
prelucrate prin metoda Petroff cu NaOH, in timp ce
lichidele pleurale au fost centrifugate si Insamantate
direct pe mediul LJ. Din toate prelevatele clinice
s-au efectuat frotiuri ce au fost colorate cu auramina-
rodhamina si examinate la microscopul cu fluores-
centa.

Cele 234 de prelevate clinice pozitive pentru
BAAR au fost transferate apoi in sectorul de bio-
logie moleculara al laboratorului in vederea iden-
tificarii moleculare cu ajutorul testului GenoType
MTBDRplusver 2.0.

Testul a fost efectuat conform instructiunilor date
de producator (16): 1 ml de prelevat decontaminat
a fost transferat intr-un tub de 1,5 ml cu capac filetat
si centrifugat pentru 15 minute la 10.000 x g. S-a
indepartat supernatantul, iar sedimentul rdmas a
fost resuspendat in 100 ul GenoLyse prin vortexare.
Proba a fost apoi incubata pentru 5 minute la 95°C
in baia de apd si apoi centrifugatd (spin-down),
dupa care s-au adaugat 100 pl de tampon (Neutra-
lization Buffer) si s-a vortexat 5 secunde; ulterior
s-a centrifugat pentru 5 minute la viteza maxima a
centrifugii. 5 ul din supernatant (ADN) s-au utilizat
apoi direct in reactia de amplificare genetica (PCR).

In incinta DNA-free se adauga la 5 ul de proba
10 ul reactiv AM-A si 35 ul reactiv AM-B, astfel
incat volumul final pentru o proba este de 50 ul.

Amplificarea ADN-ului s-a efectuat in termo-
cycler utilizand programul ,,MDR DIR* pentru pro-
duse clinice, dupad cum urmeaza: 15 minute la

95°C =1 ciclu; 30 de secunde la 95°C si 2 minute
la 65°C = 20 de cicluri; 25 de secunde la 95°C, 40
de secunde la 50°C si 40 de secunde la 70°C = 30
de cicluri; 8 minute la 70°C = 1 ciclu.

Hibridizarea probelor s-a efectuat automat cu
ajutorul aparatului de la HAIN Lifescience, cu in-
calzirea prealabila a solutiilor de hibridizare (HYB)
si clatire (STR) la 37°C.

REZULTATE

In perioada octombrie-decembrie 2013 au fost
testate 234 de prelevate clinice unice, pozitive mi-
croscopic, provenind de la pacienti internati In
IPMN cu suspiciunea de TB pulmonara sau pacienti
aflati in retratament cu medicamente anti-TB; unii
dintre pacienti se aflau in evidenta sectieit MDR-TB
din institut. In cazul a 11 prelevate nu s-a detectat
prezenta complexului pentru M. tuberculosis
(MTC), iar 8 dintre teste nu au putut fi interpretate.
Ca urmare probele valide au fost in numar de 215.
Dintre acestea in cazul a 161 de prelevate (74,88%)
s-a inregistrat sensibilitate atat la RIF, cat si la HIN,
iar 54 (25,11%) au prezentat rezistentd. Dintre
situatiile in care am detectat rezistenta, 7 (12,96%)
au prezentat rezistentd doar la RIF; 9 (16,66%) au
prezentat rezistenta doar la HIN si 38 (70,37%) au
prezentat atat rezistenta la RIF, cat si la HIN, inca-
drandu-se astfel in categoria de MDR-TB.

Performantele testarii cu sistemul GenoType
MTBDRplus ver 2.0 au fost comparate cu rezul-
tatele obtinute prin metoda clasica. Din cele 54 de
probe depistate cu rezistentd prin biologie mole-
culard, in 7 cazuri (12,96%) nu s-a depistat cresterea
pe mediul LJ, iar in unul dintre cazuri cultura s-a
suprainfectat si nu s-a putut testa sensibilitatea.
Prin metoda fenotipica 2 probe au fost depistate cu
sensibilitate atat la RIF cat si la HIN, 6 probe
(11,11%) au fost rezistente doar la RIF, 6 probe
(11,11%) au fost rezistente doar la HIN si 32 de
probe (59,25%) au prezentat rezistenta atat la RIF,
cat si la HIN. (Tabelul 1 si 2)

TABELUL 1. Comparatie intre metoda genotipica si
fenotipica de testare a sensibilitatii pentru RIF si HIN

Rata GenoTypeMTBDRplus | Metoda fenotipica
rezistentei nr. (%) nr. (%)
RIF 7 (12,96%) 6(11,11%)
HIN 9 (16,66%) 6(11,11%)
RIF+HIN 38 (70,37%) 32 (59,25%)

2 sensibile RIF+HIN

7 probe fard crestere
1 proba
suprainfectata

Total 54 probe 54 probe
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Analiza mutatiilor aparute efectuatd cu ajutorul
sistemului GenoType MTBDRpl/us a aratat ca cea
mai frecventd mutatie In gena rpoB este MUTS3,
aparuta la 30 (66,67%) din cele 45 probe care au
prezentat rezistentd la RIF. Celelalte mutatii detec-
tate in gena rpoB au fost in ordine descrescatoare:
MUTI, detectata la 4 probe (8,88%), MUT2A la 2
probe (4,44%), in timp ce MUT 2B nu a fost de-
tectata la niciuna din probe. Au existat si 6 probe la
care una sau 2 benzi de amplificare au fost absente,
dar la care nu s-au detectat mutatii. Aceste probe au
fost interpretate ca avand rezistenta la RIF deter-
minatd de mutatii necunoscute.

In ceea ce priveste rezistenta la HIN, mutatia cea
mai frecventa in gena katG a fost MUT, intalnita
la43 (91,48%) din cele 47 de probe avand rezistenta
la HIN, in timp ce MUT 2 a fost detectata la o sin-
guri probi (2,12%). In gena inhA la 10 dintre probe
(21,27%) a fost detectata MUTI, restul mutatiilor
fiind absente. (Fig. 1)

DISCUTII

M. tuberculosis este unul dintre germenii care
au dezvoltat variate mecanisme de rezistenta la ac-
tiunea medicamentelor anti-TB, cum ar fi mutatii la
nivelul genelor ce codifica diverse proteine tinta.
Detectarea fenomenului de rezistentd prin metode
fenotipice dureaza foarte mult. Scurtarea perioadei
se poate realiza prin introducerea in practica a teh-
nicilor de biologie moleculara care se pot efectua
direct pe prelevatele clinice; rezultatele pot fi obti-
nute In mai putin de 24 de ore.

In prezentul studiu au fost analizate cu ajutorul
sistemului GenoType MTBDRplus mutatiile apa-
rute la nivelul genei rpoB, ce determina rezistenta
la RIF si mutatiile din genele katG si inhA, respon-
sabile de aparitia rezistentei la HIN. Cunoasterea
rezistentei la RIF si HIN este deosebit de importanta
deoarece defineste o tulpina MDR-TB.

TABELUL 2. Rezistenta fenotipica dupa testarea pe mediul LJ la RIF si HIN

Nr. proba Rez. la RIF Rez. la HIN Nr. proba Rez. la RIF | Rez. la HIN
20724 R R 22992 R S
20730 R R 23116 S R
20949 R R 23123 S R
21066 R R 23404 R R
21271 S R 23504 R S
21293 Lipsa crestere 23517 R R
21323 R R 23518 R R
21452 R R 23594 R R
21543 S R 23682 S S
21584 R S 24017 R R
21677 R R 24019 Lipsa crestere

21707 R R 24020 R R
21902 R R 24233 R
21904 R R 24243 R S
21919 S R 24247 Lipsa crestere

22054 Lipsa crestere 24361 R R
22225 R R 24362 R R
22257 R R 24493 S R
22417 R R 24785 R R
22421 R R 24810 R R
22423 Lipsa crestere 24813 Lipsa crestere

22500 R S 24975 R S
22502 R R 25124 S S
22503 R R 25161 R R
22559 R R 25542 R R
22655 S R 26094 R R
22799 Contaminare R 26714 Lipsa crestere
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FIGURA 1. Pattern-ul de rezistenta depistat cu ajutorul sistemului GenoType MTBDRplus

Mutatia 3 din gena rpoB este responsabila de
majoritatea rezistentelor la RIF si este comparabila
ca frecventa a aparitiei cu cea raportatd de autori
din Pakistan si Canada, (17-18) dar inferioara celei
gdasitd in USA sau Africa. (19-21)

In ceea ce priveste rezistenta la HIN, aceasta
este determinatd de mutatiile din gena katG si in
special de MUT1, aparuta la 91,48% din probele

rezistente. Mutatiile din gena inhA sunt si ele deter-
minate de MUT1, niciuna din celelalte mutatii ne-
fiind detectate.

In prezentul studiu 2 dintre probele cu mutatii
atat in gena rpoB céat si in gena katG (interpretate ca
fiind rezistente la RIF si HIN) s-au dovedit fenotipic
sensibile atat la RIF, cat si la HIN. Pentru cele 7
probe pentru care nu s-a obtinut crestere pe mediul
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LJ si care genotipic au fost rezistente atat la RIF,
cat si la HIN s-au dovedit a fi prelevate clinice de la
pacienti internati in sectia de MDR-TB cérora li se
aplicau medicamente anti-TB in scheme extinse.
Dintre limitele acestui studiu ne putem gandi la
numarul relativ mic de situatii cu rezistenta, rezul-
tand astfel necesitatea continudrii evaluarii in ve-
derea obtinerii unor valori de inferenta statistica. In
cazul probelor pentru care nu s-a reusit detectarea
mutatiei specifice pentru RIF, ne propunem punerea
la punct a colaborarii cu alti colegi din tara si strai-
natate in vederea investigarii acestor situatii.

CONCLUZII

Efectuarea testarii tuturor prelevatelor patolo-
gice pozitive pentru BAAR la examinarea micros-
copica cu ajutorul testului GenoType MTBDRplus
permite atat detectia MTC 1in respectivul prelevat
patologic, cat si testarea sensibilitatii la RIF i HIN;
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