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Prezent si perspective
INn diagnhosticul rapid molecular

al tuberculozei si al MDR-TB

(prima pa’rte)

Abstract Rezumat

Present and expectations for rapid

molecular diagnosis of TB and MDR-TB

Tuberculosis is still one of the diseases with a major
medical and social impact, and in terms of early diagnosis
(which would imply a fair treatment and established

at the time), difficulties related to the delay bacilli
isolation in culture, decreased susceptibility testing
methods to antituberculosis drugs, lack of methods for
differentiation of M. Tuberculosis complex germs of non TB
Mycobacteria, may have important clinical implications.
Traditional testing of anti-TB drug susceptibility on solid
Lowenstein-Jensen medium (gold standard) or liquid
media can only be performed using grown samples.
Determining the time it takes up to 42 days on solid media
and 12 days for liquid media. For MDR /XDR TB cases is
absolutely essential to reduce the detection time. In these
cases prove their usefulness rapid diagnostic methods.
Automatic testing in liquid medium, molecular
hybridization methods are currently recommended

by the current WHO guidelines.

Rapid diagnosis of MDR-TB is extremely useful for

the early establishment of an effective treatment

tailored more accurately on the spectrum of

sensitivity of the resistant strain (thus reducing the

risk of developing additional resistance to other

drugs) and control the spread of these strains.

Genetic diagnostic methods, approved and recommended
by the WHO, can reduce the time of diagnosis of

TB case and, importantly, the case of MDR TB.

They do not replace the current standard

diagnostic methods and resistance profile,

but complete them in selected cases.

Keywords: tuberculosis, MDR-TB, Mycobacterium
tuberculosis, molecular diagnosis

Tuberculoza este incd una dintre afectiunile cu un
important impact medical si social, iar din perspectiva
diagnosticului precoce (ce arimplica un tratament corect
siinstituit la timp), dificultdtile legate de intdrzierea
izoldrii bacililor in culturd, sensibilitatea scdzutd a
metodelor de testare la drogurile antituberculoase,

lipsa metodelor de diferentiere a germenilor apartinand
complexului M.Tuberculosis de micobacteriile

non-TB pot avea implicatii importante in clinicd.
Testarea traditionald a sensibilitdtii la droguri anti-TB pe
mediul solid Léwenstein-Jensen (standardul de aur) sau
pe medii lichide poate fi efectuatd numai prin utilizarea
de esantioane cultivate. Timpul de determinare dureaza
pand la 42 de zile pe medii solide si la 12 zile pe medii
lichide. Pentru cazurile de MDR/XDRTB este absolut
esentiald reducerea timpului de detectare. In aceste cazuri
isi dovedesc utilitatea metodele rapide de diagnostic.
Testarea in sisteme automate in mediul lichid si
metodele moleculare de hibridizare liniard sunt in
prezent recomandate de ghidurile OMS actuale.
Diagnosticul rapid al cazurilor de MDR-TB este

extrem de util pentru instituirea precoce a unui
tratament eficient, adaptat cat mai fidel spectrului de
sensibilitate al tulpinii rezistente (reducdnd astfel si
riscul de dezvoltare a rezistentei suplimentare la alte
droguri) si in controlul rdspandirii acestor tulpini.
Metodele genetice de diagnostic, aprobate si
recomandate de OMS, pot reduce timpul de

diagnostic al cazului de TB si, foarte important, al
cazului de MDR-TB. Nu inlocuiesc metodele actuale
standardizate de diagnostic si al profilului de

rezistentd, dar le completeazad in cazuri selectionate.
Cuvinte-cheie: tuberculoza, MDR-TB, Mycobacterium
tuberculosis, diagnostic molecular

In fiecare an, mai mult de 1,5 milioane de oameni mor
din cauza tuberculozei si aproape 9 milioane de oameni se
imbolnavesc, devenind surse de contagiozitate**. Aceasta
situatie a fost amplificata la nivel mondial de epidemia de
HIV/SIDA, persoanele contaminate cu HIV fiind de pana
la 50 de ori mai susceptibile de a dezvolta TB decit cele
HIV-negativ®"*,

Se estimeaza ca aproape o jumitate de milion de oameni
pe an dezvolta MDR-TB, forma de boali dificil de tratat si
cu sanse de vindecare mult mai reduse®?%44,

Lipsa unui diagnostic rapid si fiabil de laborator este o
barieri importanta in obtinerea unui rispuns eficient in
detectarea precoce si tratamentul adecvat al MDR-TB.
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OMS estimeaza ca mai putin de 12% din cazurile esti-
mate de pacienti MDR-TB sunt detectate si doar 2% primesc
tratament adecvat*. Raportul Global al OMS (Multidrug and
extensively drug-resistant TB (M/XDR-TB) 2010 GLOBAL
REPORT ON SURVEILLANCE AND RESPONSE) aprecia
costul tratamentului cazurilor de MDR-TB ca fiind de
50-200 ori mai mare decat tratamentul clasic al cazurilor cu
chimiosensibilitate (cifra fiind data atat de costul medica-
atentie deosebita).

Implicatii importante in diagnosticul de laborator al
tuberculozei chimiorezistente pot avea: intarzierea izoli-
rii bacililor in culturd, sensibilitatea scizuta a metodelor
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Mutatiile genice implicate in rezistenta la tuberculostatice

Medicament Tinta Gena
Isoniazida Enzima catalaza-peroxidaza katG
Isoniazida—-ethionamida Sinteza de acid micolic inhA
Rifampicina RNA polymeraza rpoB
Streptomicin proteina; gisb:)stTalé S12 rfrss)L
Quinolone DNA gyraza gyrA, gyrB

sursa: British Medical Bulletin, Volume 73-74, Issue 1, May 2005

de testare la drogurile antituberculoase, lipsa metodelor
de diferentiere a germenilor apartindnd complexului
M. Tuberculosis de micobacteriile non-TB (NTM).

Rezistenta la diverse medicamente anti-TB este cauzata
de diverse mutatii in regiuni relativ restranse ale genomului
micobacterian*®. Mutatii asociate cu rezistenta la medica-
mente apar la nivelul genei rpoB pentru rifampicina, genei
katG si regiunii promoter al mabA(fabG1)-inhA pentru izo-
niazida, embB pentru etambutol, pncA pentru pirazinamida,
rpsL si rrs pentru streptomicina si gyrA/gyrB pentru fluoro-
chinolone®?*%7.

Antibiograma fenotipicd presupune cultivarea
M.tuberculosis in prezenta substantelor anti-TB pentru a
detecta cresterea (care indicid rezistenti) sau inhibarea
cresterii (care indici sensibilitate). Testarea se poate face
direct, folosind produsul patologic (sputa) cu rezultat pozi-
tiv la examenul microscopic, sau indirect, folosind ca inocul
cultura crescuta pe mediul solid sau lichid.

Testarea traditionald a sensibilititii la droguri anti-TB
pe mediul solid Léwenstein-Jensen (standardul de aur) sau
pe medii lichide (ex.: Middlebrook7H9) poate fi efectuata
numai prin utilizarea de esantioane cultivate. Timpul de
determinare dureaza pana la 42 de zile pe medii solide si 12
zile pe medii lichide. Pentru cazurile de MDR/XDR-TB este
absolut esentiala reducerea timpului de detectare®'52%3, In
aceste cazuri isi dovedesc utilitatea metodele rapide de dia-
gnostic.

Testarea in sisteme automate in mediul lichid si meto-
dele moleculare de hibridizare liniard sunt in prezent reco-
mandate de ghidurile OMS actuale****. De aceea, devine
absolut necesara existenta unor laboratoare dotate din punct
de vedere tehnic si cu personal instruit pentru toate testele
de diagnostic (examen microscopic, cultura si teste de sen-
sibilitate/ rezistenta fenotipici sau genetica)”*%.

Metode rapide de cultura

a) Metodele automate de cultura

BACTEC TB-460

Un progres important in diagnosticul tuberculozei a fost
inovatia monitorizarii semiautomate a cresterii germenilor
in medii lichide prin dozarea radiometrica a CO, produs de
metabolismul bacterian.
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Sistemul Bactec TB-460 a fost primul si pentru mult timp
unicul sistem de abordare automata a examenului bacterio-
logic in microbiologie. Se utilizeazd un mediu modificat
Middlebrook 7H9, in care unul dintre componenti este
acidul palmitic marcat radioactiv cu 14C. Cand micobacteria
viabila este prezenta in flaconul cu mediul de cultura, acidul
palmitic radiomarcat este metabolizat si se elibereaza CO,
radioactiv in faza gazoasa. Valoarea 14 CO, si rata produce-
rii de gaze este direct proportionald cu multiplicarea mico-
bacteriilor din mediul lichid.

Sistemul BACTEC MGIT 960

Urmarindu-se a se elimina inconvenientele radiometriei,
ulterior cresterea micobacteriilor a fost monitorizati colo-
rimetric.

Sistemul BACTEC MGIT 960 (Mycobacteria Growth
Indicator Tube) utilizeaza un mediu Middlebrook modificat,
metoda fiind complet automata, folosind un indicator de
fluorescenta (film siliconat acoperit cu sare de ruteniu aflat
la baza tubului). Oxigenul prezent in mod normal in mediu
neutralizeaza fluorescenta naturald a sirii de ruteniu.
Tuburile MGIT introduse in dispozitivul automatizat MGIT
960 sunt incubate si monitorizate automat la fiecare 60 de
minute.

Daci micobacteriile viabile sunt prezente in tub, oxigenul
se consumi prin activitatea lor metabolica, efectul de neu-
tralizare scade, iar baza tubului devine fluorescenta cand
este expusa la lumina ultravioletd. Multiplicarea bacteriilor
poate fi cititd manual, vizualizata prin prezenta granulelor
mici sau a precipitatelor in partea de jos a tubului sau utili-
zind un emitator portativ de lumina UV.

BacT/Alert 3D (cunoscut drept MB/ BacT)

Utilizeaza mediul lichid Middlebrook 7H9, tuburile
avand fixate pe fundul lor un detector colorimetric a cirui
culoare vireaza de la verde inchis la galben pe masura acu-
mulérii de CO, produs prin cresterea micobacteriilor. Un
dispozitiv reflectometric semnaleazi optic si sonor poziti-
vitatea culturii: 106-107 germeni.

Versa TREK

Flacoanele cu mediu lichid Middlebrook 7H9 imbogitit
cu mixturi antimicrobiene contin un burete celulozic a cirei
suprafata intinsa favorizeaza cresterea. Presiunea din flaco-
nul cu mediu este monitorizata cu ajutorul unui manometru.
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Daca micobacteriile viabile sunt detectate in flaconul cu
mediul de cultura, consumul de O, datorat metabolismului
micobacterian determini reducerea presiunii interne.
Mediile care prezintd o scidere a presiunii masurate sunt
raportate ca pozitive.

Rezultatele furnizate de catre sistemele automate si
semiautomate nu au semnalat diferente considerabile intre
acestea, cu mentiunea ca sistemul BACTEC MGIT960 s-a
dovedit a avea performante superioare celorlalte (sensibili-
tate si rapiditate). Costurile mai ridicate ale acestor metode
le fac utilizabile in tara noastrd doar in cazuri selectionate
care implicd un diagnostic cit mai rapid si instituirea preco-
ce a terapiei'®*#, Contaminarea cu flord normali din sputi
poate fi o problemi pentru toate aceste sisteme pe baza
mediului lichid, probabil datorita suplimentului de crestere.

b) Metode de amplificare nucleara

Metodele genice s-au dezvoltat pornind de la cunoasterea
structurii ADN ca lant de nucleotide {acid fosforic+baza
purinica (adenina, guanina) si/sau pirimidinica (tiamina,
citozini) +pentozi}. Copierea ADN se poate face pe structu-
ra ADN (replicare) sau pe structura ARN (transcriptie),
elongarea lantului ficandu-se in sensul 5’ (capatul fosforic)
- 3’ (capitul pentozic).

PCR este o tehnici de generare in vitro a numeroase copii
(amplicon) ale unui segment specific de ADN pe principiul
»sahului persan®. Identificarea ampliconilor se face cu aju-
torul sondelor de hibridizare ADN, un lant oligonucleotidic
complementar cu secventa specifica. Procesul de hibridizare
presupune atasarea sondei de secventa tinta®.

Odatd cu dezvoltarea tehnicii PCR in depistarea
M. Tuberculosis, una dintre primele constatiri a fost ca,
desi s-au studiat mai multe metode, nici una nu poate
diferentia foarte corect M. Tuberculosis de alte specii din
complexul M. Tuberculosis. Aceste limite se datoreazi
similitudinii genomului componentelor complexului
Mycobacterium?.

PCR sta si la baza unor tehnici genice utile in diagnosti-
cul bacteriologic al chimiorezistentelor. In ultimii ani au
intrat in practica unor laboratoare performante de profil trei
metode de amplificare genica:

AMD (Amplified Myc. Tuberculosis)

Testul direct de amplificare genica (AMTD) dezvoltat de
GenProbe (San Diego, CA, USA) reprezinti un sistem de
amplificare izotermic (42°C) mediat de transcriptaza. O
secventa specifica de complex M. Tuberculosis localizata la
nivelul genei ARN-ului ribozomal 16S produce ADN ribozo-
mal dublu catenar prin actiunea combinata a reverstran-
scriptazei si ribonucleazei. In schimb, ARN polimeraza
catalizeaza sinteza de ARN ribozomal din ADN-ul ribozomal
sintetizat anterior. Un nou ciclu incepe cind recentul ARN
ribozomal continui transcriptia prin intermediul revers
transcriptazei. Sensibilitatea metodei creste in prezenta unui
numadr mare de molecule de ARN ribozomal 16S (cateva mii/
celuld) comparativ cu doar o copie de ADN ribozomal 168S.

Metoda are avantajul reducerii riscului de contaminare
si a incidentei rezultatelor fals pozitive datorate persistentei
acizilor nucleici stabili (ADN) in organismul gazda, chiar
dupi eradicarea infectiei®”.

Detectarea produsilor de amplificare se bazeaza pe hibri-
dizarea cu un lant ADN monocatenar specific marcat cu o
moleculs chemoluminiscents®, Intregul proces se desfisoara
manual, incepand prin extractia sonica, continuind cu adi-
ugarea diferitilor reactivi, pana la citirea finald cu ajutorul
unui detector de lumina. Ciclurile termice nu sunt necesare
si intreaga etapa de amplificare se desfasoari la o tempera-
turd constanta de 42°. Timpul total este de 2,5 ore.

Sensibilitatea metodei variaza intre 91,7% si 100% in
probele pozitive si intre 65,5% si 92,9% in probele negative
pentru BAAR la examenul microbiologic direct®”3.

Testul Amplicor MTB

Testul Amplicor MTB (Roche Molecular Systems, Basel,
Elvetia) se bazeazi pe metoda PCR standard.

Denaturierung durch hohe Temperatur

PCR Schritt 1

cDNA

Primer-Annealing an die cDNA

PCR Schritt 2

Primer

PCR Schritt 3

ZUS-DNA-Pdlymerase

Ende des ersten PCR-Zyklus ergibt dsDNA

PCR Schritt 4

. Amplikon g
5@ ”l 'B'IE EII 'Bllﬂ P

| Figura 1. (COBAS® TagMan® MTB-Test)
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Secventa bp 584 a genei care codifici ARN-ul ribozomal
168, ce cuprinde o regiune specifici de specie flancata de sec-
vente genice specifice, este amplificatd prin utilizarea unor
amorse. In amestecul de baze este prezenti o combinatie
neobisnuitd: alaturi de adenina, guanina si citozina, in loc de
tiamina se utilizeaza uracil. Ca o consecinti, produsul de ampli-
ficare diferd, in sensul ca se foloseste uracil in loc de tiamina.

Acest dispozitiv face parte dintr-un sistem de control al
contamindrii bazat pe utilizarea uracil-N glicozilazei, o enzi-
mai care fragmenteaza ADN-ul acolo unde uracilul este pre-
zent. Enzima, adiugatd probelor inainte de amplificare,
distruge orice produs de amplificare fara a afecta insa ADN-
ul care nu contine uracil. Datorita naturii specifice a secven-
telor genice, ADN-ul ribozomal 16S care apartine oricirei
specii micobacteriene este amplificat prin PCR.

Detectia produsului de amplificare se face adiugand un
conjugat enzimatic cu avidina si o substanti cromogena®®.

Etapele de amplificare si detectie sunt realizate automat
de dispozitivul Amplicor Cobas (care permite amplificarea
si detectia). Procesul se desfasoard la temperaturi de 95°C,
iar timpul de lucru este de 6-7 ore. Detectia ADN-ului com-
plexului M. Tuberculosis se poate realiza si fira ajutorul
dispozitivului Cobas, prin utilizarea unui kit manual care nu
include controlul intern (Figura 1).

Alte kit-uri sunt disponibile pentru detectia ADN-ului
M.avium si M.intracellulare in probele clinice. Specificitatea
atinge 100%, in timp ce sensibilitatea variaza intre 90% si
100% la produsele pozitive in microscopie si intre 50% si
95,9% in produsele negative??%.

Etapele testului Amplicor MTB

Metoda presupune revers-transcrierea ARN tinta si
amplificarea in cicluri succesive a secventei ADNc rezultat.

BD ProbeTe ET

Utilizeaza polimeraza ADN si amplificarea lantului ADN
denaturat la temperatura constanta cu producerea unor copii
IS6110, secventi de insertie unici pentru complexul
M. Tuberculosis.

In prima faza (amplificarea secventei tinti), amplifi-
carea este initiata de doua perechi de amorse complemen-
tare secventelor tinti. Elongatia primerului proximal

Vol. 62, Nr. 3, 2013

REVISTA SOCIETATII ROMANE DE PNEUMOLOGIE

(amorsa proximala) determina dislocarea amorsei distale
elongate simultan, rezultand astfel produsul de amplifi-
care.

Un sit restrictiv, prezent in amorsa distala, va fi prezent
si in produsul de amplificare. In faza de amplificare expo-
nentiald, o noud amorsi se ataseaza produsului de amplifi-
care si, ca urmare a digestiei produse de enzima de restrictie,
fragmentul superior se comportd ca un primer si dislocd
fragmentul inferior.

BD ProbeTec ET este un sistem semiautomat care
permite amplificarea si detectia
M. Tuberculosis™**?".

Tinta amplificarii este secventa insertiei specifice
IS6110M. Bovis are o secventa a genomului aproape identi-
ca cu a M. Tuberculosis (>99,95%). BD ProbeTec ET s-a
dovedit foarte sensibila in detectia M. Bovis, desi acesta
genereaza un numdir mic de copii ale secventei insertiei
specifice. BD ProbeTec ET si-a dovedit utilitatea pentru
detectia M. Tuberculosis in prelevate de la nivelul arborelui
respirator, dar siin detectia M. Tuberculosis in probele recol-
tate de la cazurile de TB extrapulmonare.

Sensibilitatea tehnicii este de 98,5 pana la 100% pentru
probele pozitive si foarte variati, de 33 panidla 100% pentru
probele negative.

Desi specificitatea este buna, sensibilitatea redusi repre-
zintd limita majord a metodelor bazate pe amplificarea
genica.

Factorii care contribuie la reducerea sensibilitatii sunt
distributia inegali a bacililor in produs, extractia subopti-
mala a acizilor nucleici si, uneori, prezenta inhibitorilor.

Pentru minimizarea riscului de contaminare, sistemele
comerciale au simplificat tehnicile moleculare pana la utili-
zarea undelor sonore si a tratamentului termic.

O categorie particulara de rezultate fals pozitive se refe-
ra la probele obtinute de la pacientii aflati in tratament. La
acesti pacienti, detectarea ADN-ului micobacterian dupa o
lunga perioada de timp este bine cunoscuta, in ciuda efici-
entei tratamentului, ceea ce face inutild monitorizarea tra-
tamentului prin aceste metode. M

Va continua in urmdtorul numdr

simultana a
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