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Prezent şi perspective în 
diagnosticul rapid molecular al 

tuberculozei şi al MDR- TB 
(partea a doua)

Tuberculoza este încă una dintre afecţiunile cu un important 
impact medical și social, iar din perspectiva diagnosticului 
precoce (ce ar implica un tratament corect și instituit la 
timp), dificultăţile legate de întârzierea izolării bacililor în 
cultură, sensibilitatea scăzută a metodelor de testare la 
drogurile antituberculoase, lipsa metodelor de diferenţiere 
a germenilor aparţinând complexului M. Tuberculosis de 
micobacteriile non-TB pot avea implicaţii importante în clinică.
Testarea tradițională a sensibilităţii la droguri anti-TB pe 
mediul solid Löwenstein-Jensen (standardul de aur) sau 
pe medii lichide poate fi efectuată numai prin utilizarea 
de eșantioane cultivate. Timpul de determinare durează 
până la 42 de zile pe medii solide și până la 12 zile pe 
medii lichide. Pentru cazurile de MDR/XDRTB este absolut 
esențială reducerea timpului de detectare. În aceste cazuri 
își dovedesc utilitatea metodele rapide de diagnostic.
Testarea în sisteme automate în mediul lichid și 
metodele moleculare de hibridizare liniară sunt în 
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 cât mai fidel spectrului de 
sensibilitate al tulpinii rezistente  (reducând astfel și 
riscul de dezvoltare a rezistenţei suplimentare la alte 
droguri) și în controlul răspândirii acestor tulpini.
Metodele genetice de diagnostic, aprobate și recomandate 
de OMS, pot reduce timpul de diagnostic al cazului de TB și, 
foarte important, al cazului de MDR-TB. Acestea nu înlocuiesc 
metodele actuale standardizate de diagnostic și al profilului 
de rezistență, dar le completează în cazuri selecţionate.
Cuvinte-cheie: tuberculoză, MDR-TB, Mycobacterium 
tuberculosis, diagnostic molecular

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 
Löwenstein-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 it is 
absolutely essential to reduce the detection time. In these 
cases rapid diagnostic methods prove their usefulness.
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

Metodele de identificare genetică
Se bazează pe metodele genotipice și au fost utili-

zate iniţial în laboratoarele de cercetare, ulterior fiind 
folosite în diagnosticul de laborator, prin utilizarea 
unor kit-uri comerciale de diagnostic pentru identifi-
carea micobacteriană. 

Determinarea enzimei de restricţie prin PCR
Determinarea enzimei de restricţie prin PCR (PRA) 

se bazează pe amplificarea secvenţei 441-bp a genei 
hsp65 prin PCR, urmată de digestia produsului de 
amplif icare cu ajutorul a două enzime: BstEII și 

HaeIII12,23,24. Produșii reacţiei de digestie sunt apoi 
separaţi și vizualizaţi prin electroforeză pe gel agar. 
Pattern-ul restrictiv astfel obţinut este comparat cu 
un algoritm preexistent. Metoda PRA poate fi aplicată 
unei suspensii bacteriene prelucrate, obţinute prin 
creștere pe mediu solid sau lichid. 

Este o metodă alternativă la numeroase alte metode 
de identificare costisitoare1,12. Metoda a mai fost utili-
zată pentru identificarea micobacteriei, apelându-se la 
amplificarea genetică și a altor secvenţe localizate la 
nivelul unor gene ca rpoB și gyrB, cu rezultate bune23.
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Sondele ADN
Reprezintă una din cele mai de succes metode mole-

culare. 
- AccuProbe
Sistemul precursor AccuProbe a fost dezvoltat în 

urmă cu 20 de ani. Este singurul sistem care nu nece-
sită amplificarea anterioară a secvenţei-ţintă. Sonda 
este reprezentată de un polimer al ADN monocatenar 
– oligonucleotidă, complementară unei secvenţe scur-
te specifice aparţinând unei regiuni hipervariabile a 
ADN-ului ribozomal 16S. Este marcată cu un ester, o 
moleculă chemoluminiscentă, care generează lumină 
când este excitată adecvat23. 

Odată cu scăderea temperaturii prin utilizarea 
undelor sonore, extractul este pus în contact cu sonda, 
urmând procesul de hibridizare doar în cazul în care 
există 100% complementaritate. Kit-urile AccuProbe 
sunt disponibile pentru identificarea micobacteriilor 
aparţinând complexului M. tuberculosis, M. avium și 
speciilor M. kansasii, M. gordonae, M. avium și  M. intra-
cellulare12,27. Pot fi utilizate pe medii de cultură atât 
solide, cât și lichide. Echipamentul necesar presupune 
un sonicator pentru lizarea celulară și un dispozitiv 
luminiscent pentru citirea finală. Conform datelor din 
literatură, sensibilitatea și specificitatea AccuProbe 
sunt foarte bune12.

Spoligotyping (Spoligotiparea)
Se bazează pe polimorfismul ADN-ului micobacte-

rian, structură prezentă într-un locus cromozomial 
particular (regiunea DR, Direct Repeat) – pus în evi-
denţă numai în cadrul tulpinilor aparţinând comple-
xului M. Tuberculosis  40.

Prin amplificarea PCR a secvenţelor din regiunea 
DR și utilizarea unei tehnici de hibridizare a secven-
ţelor complementare acestora se realizează un aspect 
tip „cod de bare“ (figura 1). Prin compararea regiuni-
lor DR provenind de la tu lpini d ifer ite de M. 
Tuberculosis s-a constatat că ordinea secvenţelor spacer 
este în general aceeași, dar pot apărea deleţii/ inserţii. 
Identificarea profilului secvenţelor spacer caracteris-
tice pentru complexul M. Tuberculosis permite diagnos-
ticul de specie, cât și studierea tulpinii din punct de 
vedere epidemiologic2,9,40. Metoda este rapidă, speci-
fică și sensibilă.

Spoligotiparea
Polimorfismul lungimii fragmentelor de restricţie 

(RFLP: Restriction Fragment Length Polymorphism)
Utilizează existenţa unor secvenţe ADN repetitive 

de tipul secvenţei de inserţie IS 6110 constituită din 
1355 de perechi de baze, prezentă exclusiv în genomul 

Figura 1. Spoligotiparea – Locus cromozomial cu regiunile DR  (fragment). Secvenţele spacer utilizate în spoligotipare

 Figura 2. Spectrul fragmentelor de ADN evidenţiat prin elec-
troforeză pentru diverse tulpini izolate, comparativ cu tulpini 
de referinţă 1,5,8

speciilor de M. Tuberculosis. În plus utilizează enzime 
de restricţie capabile să recunoască și să decupeze 
ADN-ul în puncte specifice11, 20, 40.

Secvenţele de inserţie ADN conţin situsuri de acţi-
une a enzimelor de restricţie, fragmentându-se astfel 
lanţul ADN în segmente variabile (în funcţie de numă-
rul și localizarea IS 6110) caracteristice pentru fieca-
re tulpină de M. Tuberculosis. Spectrul fragmentelor 
de ADN este evidenţiat prin procedee electroforetice, 
rezultând un aspect caracteristic pentru fiecare tulpi-
nă – „fingerprinting“ (figura 2). Metoda poate fi folo-
sită în ancheta epidemiolog ică de f i l iaţ iune, 
putându-se identifica nu doar specia, ci și tulpini indi-
viduale8,9,13,21. 

Reacţia lanţurilor de polimerază - polimorfismul con-
formaţiei lanţului monocatenar (PCR – SSCP Polymerase 
C hain R eac t ion – Single  St rand Confor mat ion 
Polymorphism)

Metodă genică directă de determinare a chimiore-
zistenţelor: combină o etapă de amplificare PCR cu o 
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etapă de denaturare prin caldură a celor două lanţuri 
complementare de ADN. Lanţurile monocatenare capă-
tă o conformaţie caracteristică.

Prezenţa unei mutaţii (ca, de exemplu, cea care 
determină fenotipic chimiorezistenţa) determină 
modificarea conformaţiei, având drept consecinţă 
migrarea diferită electroforetic a acestor lanţuri, com-
parativ cu lanţul izolat cu sensibilitate păstrată. PCR-
SSCP este o metodă fiabilă și rapidă de detecţie a 
rezistenţei la RMP19. Metoda pote fi utilizată pentru 
culturile BACTEC pentru detecţia directă și rapidă (24 
de ore) a rezistenţei în spute intens pozitive40.

Se poate utiliza și pentru mutaţiile genelor impli-
cate în rezistenţa și la alte tuberculostatice: HIN, SM, 
fluorochinolone. Sensibilitatea metodei pentru acestea 
din urmă este mai mică, din cauza implicării și altor 
mecanisme în chimiorezistenţă decât cele genetice 
(90% pentru RMP; 78% pentru HIN; 60% pentru SM).

GeneXpert MTB/RIF (Cepheid GeneXpert System, 
Sunnyvale) 

Este un sistem închis, complet automatizat, pentru 
detectarea și identificarea simultană a complexului M. 
tuberculosis și a rezistenței la RMP ce utilizează reacția 
de polimerizare în lanț în timp real (Real Time PCR). 

Sistemele bazate pe „real time“ și PCR cantitativ înre-
gistrează amplificarea și polimerizarea pe măsură ce  
acestea se desfășoară, spre deosebire de PCR clasic în 
care rezultatele sunt colectate la sfârșitul reacței10, 41.

Avantajul major al tehnicii „real time“ PCR îl con-
stituie rapiditatea obţinerii rezultatului și riscul mic 
de contaminare. Dezavantajul îl constituie costul cres-
cut al echipamentelor și necesitatea personalului 
instruit. Sistemul GeneXpert dispune de cartușe de 
unică folosință în platforma specifică pentru procesa-
rea produselor și analizarea fragmentelor genetice 
amplificate. Poate fi folosit pentru culturi sau pentru 
spută, cu generarea rezultatului în mai puțin de două 
ore, comparativ cu metoda clasică, unde rezultatul se 
obţine, în medie, în două săptămani 10,19.

Este aplicabil singur, având ca scop iniţierea trata-
mentului doar în zonele în care prevalența TB MDR 
este mai mare de 15%.  Dacă prevalența TB MDR este 
mai mică de 5%, este necesară confirmarea rezultate-
lor prin orice alt test pentru diagnosticul definitiv al  
rezistenţei la RMP19.

Comparată cu ABG fenotipică pentru detectarea 
rezistenței la RMP, sensibilitatea metodei variază 
între 99,2 și 100% în cazul produselor pozitive la exa-

Figura 3. Etapele de lucru ale testului INNO-LiPA Rif TB
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menul microscopic și între 72,5% și 84,6% în cazul 
produselor negative la examenul microscopic, dar care 
se dovedesc a avea culturi pozitive. Specificitatea este 
de  99,2-100% în cazul testării culturilor16,18,43.

Line probe assay (Metodele de Hibr idizare 
Liniară)

Metoda utilizează tehnologia revers hibridizării cu 
diferite sonde ADN specifice imobilizate în linii para-
lele pe stripuri de hârtie. 

Secvenţa-ţintă de ADN este amplificată PCR utili-
zând primeri biotinilaţi și, în final, incubată cu stri-
pul. Sonda de hibridizare se evidenţiază sub forma 
unei benzi colorate, care se constituie după adăugarea 
unei enzime marcate cu streptavidin și a unui substrat 
cromogen30. Specificitatea sondei de hibridizare este 
indicată de poziţia benzii colorate pe strip. 

În 2008, OMS a aprobat și recomandat ca metode-
le de hibridizare liniară să fie aplicate direct la toate 
sputele pozitive la examenul microscopic pentru a 
detecta rapid rezistența la RMP, și prin urmare a MDR 
TB (RMP rezistența putând fi considerată indicator de 
MDR)10,30,43.  Au avantajul rapidității și al standardi-
zării43,44. Nu elimină necesitatea folosirii culturii și 
ABG convenționale, cu atât mai mult, cu cât ABG 
convenț iona l ă este necesa ră pent r u test a rea 
substanțelor anti-TB de linia a doua14,16,43.

Există trei metode comerciale disponibile; INNO-
Lipa MYCOBACTERIUM, GenoType Mycobacterium și 
GenoType MTBC.

1. INNO Lipa Mycobacteria
Sondele INNO Lypa Mycobacteria sunt secvenţe 

specifice de specie care aparţin unei regiuni de tran-
scripţie (ITS) interpusă între genele ARN ribozomal 
16S și 23S. Sistemul include o sondă specifică de gen 
Micobacterium, două sonde complex specif ice (M. 
Tuberculosis și M. Avium) și 23 de alte sonde compati-
bile pentru identificarea a 18 specii și câteva variante 
specifice. 

Testul INNO-LiPA Rif TB (Innogenetics, Ghent, 
Belgia) (figura 3), care poate detecta simultan com-
plexul M. Tuberculosis și mutațiile în gena rpoB, deci 
rezistența RMP. Este aplicabil pe culturi în mediul 
solid sau lichid, dar poate fi aplicat și produselor pato-
logice. Sensibilitatea și specificitatea variază între 82 
și 100%, respectiv 92-100%19,36,39. Limita acestui test 
constă în faptul că nu poate detecta și rezistențe la 
alte substanțe anti-TB10,19.

2. GenoType Mycobacterium
Sondele utilizate în această metodă sunt secvenţe 

ale genei ARN ribozomal 23S aparţinând mai mult 
decât unei specii. În acest caz,  identificarea nu se 
bazează pe specificitatea unei singure linii, ci pe dife-
ritele combinaţii de benzi multiple care caracterizează 
fiecare specie. Sistemul comercial dispune de două 
variante: GenoType CM identifică, cel mai des, specii 
de micobacterium cu ajutorul a 17 sonde, în timp ce 
GenoType AS include 18 sonde care pot detecta și cele 
mai puţin comune specii32.

3. GenoType MTBC
Este un sistem de revers hibridizare menit a iden-

tifica speciile aparţinând complexului M. Tuberculosis 
care nu pot fi diferenţiate prin analiza oricărei regi-

1. M.tuberculosis sensibil la INH și RMP;

2. M.tuberculosis monorezistent la INH- mutația katG 
S315T1

3. MDRTB, mutatia rpoB S351L și katG S315T2

4. MDRTB, mutaţia rpoB S351L, katG S315T1 și 
inhA C15T

5. M.tuberculosis monorezistent la RMP- mutația 
rpoB în regiunea 530- 533

6. MDRTB, mutația rpoB D516V și katG S315T1

7. MDRTB, mutația rpoB S351L și katG S315T2

8. MDRTB, mutația rpoB D516V,  katG S315T1 și 
mutaţie inhA -15/ -16

9. Test neinterpretabil

10. Test negativ de control

Figura 4. Exemplu de strip GenoType MTBDRplus
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uni, dintre cele mai frecvent investigate (ADN ribozo-
mal 16S, ADN ribozomal 23S)35.

Sunt prezente 11 sonde pe strip: una se adresează 
ADN-ului ribozomal 23S, altele  regiunilor de la 9 la 4 
situate pe gena gyrB, iar altele regiunilor marginale 
ale RD1. Sonda specifică ADN ribozomal 23S se utili-
zează pentru confirmarea izolatelor aparţinând com-
plexului M. Tuberculosis (M. tuberculosis, M. africanum 
tipul I, M. bovis, M. caprae și M. microti; dar nu poate 
distinge M. Tuberculosis de M. Africanum tipul II și de 
„M.  Canettii“ )17,31,35. Acest sistem poate realiza dife-
renţierea M. bovis contactat prin metode naturale de 
cel inoculat o dată cu vaccinul BCG42.

Testul GenoType MTBDR plus (HAIN Lifescience, 
GmbH, Nehren, Germany) este îmbunătățit și poate 
detecta mutațiile comune din gena rpoB (responsabilă 
pentru rezistența RMP), genele katG și inhA (respon-
sabile pentru rezistența INH). Sensibilitatea și speci-
ficitatea pentru detectarea rezistenței la RMP sunt 
98%, respectiv 98,7% și mai scăzute pentru detectarea 
rezistenței la INH, adică 84,3%, respectiv 99,5%. 
Timpul mediu pentru test este de două zile atunci când 
se aplică direct sputei pozitive.  Folosind bandelete 
corespunzătoare  (GenoType  MTBDRsl) testul poate 
determina rezistența față de substanțe anti-TB de linia 
a doua (aminoglicozide - capreomycina/AK/Km și f lu-
orochinolone), evidențiind mutațiile din genele rrs și  
gyrA  10,28,43.

De consemnat faptul că producătorul a pus la dis-
poziţie testul Genotype MTBDRsl pentru detecţia 
rapidă a rezistenţei faţă de f luoroquinolone, etambu-
tol și aminoglicozide prin testarea genelor gyrA, embB 
și rrs, utilizat pentru identificarea rapidă a pacienţilor 
cu XDR-TB (figura 4). Pentru validarea metodei mai 
sunt necesare studii suplimentare10.

Specificitatea și sensibilitatea sunt înalte: 70-80%. 
Singurele reacţii încrucișate raportate până în prezent 
privesc existenţa unor micobacterii cu ritm foarte 
rapid de creștere sau speciile nedescrise la momentul 
la care sondele au fost dezvoltate. 

O limită a GenoType este prezenţa unui număr de 
modele de hibridizare echivoce care sunt împărţite de 
două sau mai multe specii, cauzate de variabilitatea 
moderată a ADN-ului ribozomal 23S28,30.

Microarray
Principiul metodei are la bază regula complemen-

tarităţii bazelor din mostrele de ADN cunoscut cu cele 
din ADN-ul de identificat17, 22. Metoda presupune folo-
sirea unui sistem de spoturi pe membrane absorbante. 
Un kit conţine mii de spoturi și are, de obicei, sub 200 
de microni. Spoturile-mostră sunt fixate pe suport 
solid (lamelă de sticlă de microscop, disc de silicon sau 
membrană de nylon)22. 

Acestea pot fi constituite din ADN, cADN sau oli-
gonucleotide, folosite pentru legarea complementară 
a secvenţelor necunoscute și permit analiza paralelă 
a identificării și expresiei genelor17, 22. Analiza unui 
singur fragment de ADN poate furniza informaţii 
simultane despre mii de gene. Tehnica Microarray își 

găsește utilitatea mai mult în detectarea tulpinilor 
rezistente de M. Tuberculosis,  decât în detectarea M. 
Tuberculosis din diverse prelevate clinice.

TB Biochip (trusa cu oligonucleotide) este cea mai 
folosită dintre tehnicile microarray în detecţia rezis-
tenţei la izoniazidă și rifampicină19. 

TB-Biochip microarray pentru detecţia  M. tuber-
culosis rezistent la RMP.

Este o trusă cu oligonucleotide destinată pentru 
detectarea și identificarea substituţiilor codonului 29 
și deleţia unui anumit codon din alte 10 poziţii (507, 
511, 512, 513, 515, 516, 522, 526, 532, 533) în cadrul 
regiunii determinante pentru rezistenţa la rifampici-
nă (RRDR)19. Fiecare element al trusei conţine un oli-
gonucleotid a cărui secvenţă se potrivește cu aceea a 
tulpinii sălbatice sau a celei care conţine mutaţia 
RRDR.

Folosirea unui suport din gel de acrylamid ampli-
fică reacţia de hibridizare. Utilizarea ulterioară a ţin-
telor ADN marcate f luorescent conduc la un pattern al 
intensităţii f luorescenţei compatibil cu eficienţa hibri-
dizării ADN-ului marcat ale diverselor probe de oligo-
nucleotide.  

Intensităţile f luorescenţei corespunzătoare secven-
ţelor aparţinând tipului să lbatic sau secvenţelor 
mutante pentru fiecare codon sunt analizate și com-
parate automat, folosind un sistem informatizat com-
puter asistat, fiind înregistrate într-un dispozitiv de 
tip cameră19, 20.

Folosind componenta corespunzatoare din trusă, 
izolatele sunt considerate a avea sensibilitate la RMP, 
dacă f luorescenţa acestora este mai mare decât a celor 
care corespund elementelor mutante. În virtutea ace-
luiași principiu, utilizând cealaltă componentă a tru-
sei, izolatele apreciate a avea rezistenţă la RMP au un 
grad de f luorescenţă  mai mare decât cele corespunză-
toare tipului sălbatic. 

Într-un studiu recent publicat de Gryadunov și col., 
folosind truse microarray cu oligonucleotide pentru 
detectarea rezistenţelor, acesta menţionează detecta-
rea în timp de 12 ore a rezistenţelor din prelevate 
clinice, cu o sensibilitate de 95% pentru rifampicină 
și 80% pentru izoniazidă.

Secvenţierea ADN-ului M. Tuberculosis
Determinarea secvenţei nucleotidice a ADN-ului 

ribozomal 16S permite diferenţierea majorităţii spe-
ciilor micobacteriene cunoscute în prezent. La nivelul 
acestei gene, secvenţele universale întâlnite la toate 
organismele vii coexistă cu secvenţe specifice de gen 
comune organismelor aparţinând aceluiași gen (ex. 
genul Micobacterium) și secvenţe specifice de specie 
care fac diferenţa între specii25, 33.

După amplificarea secvenţei-ţintă folosind metoda 
PCR, produsul de amplificare obţinut este denaturat, 
ulterior suferind o nouă amplificare în care secvenţe-
le ţintă din poziţiile 3’ și 5’ se vor asocia cu nucleotide 
standard și nucleotide speciale dispuse în poziţiile 
terminale ale lanţului elongat. Produșii amplificaţi, 
fiecare marcaţi cu f luorocrom specific pentru nucleo-
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tida terminală, se dispun în ordinea lungimii prin 
electroforeză în câmp. 

Componenta de detecţie a secvenţiatorului identifi-
că compușii f luorescenţi ce marchează nucleotidele ter-
minale ale fiecărui fragment. Fiecare dintre fragmente 
este cu un nucleotid mai lung decât precedentul, putând 
fi astfel determinată secvenţa genetică a  regiunii. O 
dată secvenţa determinată, este necesară comparaţia 
sa cu secvenţe cunoscute, updatate permanent.

Reprezintă metoda de referinţă în zilele noastre, 
nu numai pentru micobacterii, dar și pentru toate 
celelalte microorganisme, iar ADN-ul ribozomal 16S 
rămâne cea mai importantă secvenţă ţintă. Succesiunea 
de baze a secvenţei finale 5’ (aproximativ 500 baze) 
furnizează rezultatul final pentru marea majoritate a 
membrilor genului Micobacterium25.

Determinarea genei complete este necesară pentru 
distingerea unui număr important de specii din genul 
Micobacterium: M. peregrinum și M. septicum,  M. mari-
num și M. ulcerans sau M. novocastrense și M. f lavescens. 
Există și specii care nu pot fi diferenţiate prin inter-
mediul ADN-ului ribozomal 16S, cum ar fi: M. kansasii 
de M. gastri, M. mucogenicum de M. phocaicum, M. abces-
sus, M. massiliense de M. Bolletti27,29. 

Alte regiuni-ţintă din genomul micobacterian care 
pot fi utilizate în cadrul acestei metode sunt: ADN 
ribozomal 23S, hsp65 și ITS (internal transcribed spa-
cer). Dată fiind marea variabilitate ( lungimea între 
270 și 400 baze), ITS poate fi utilizat cu succes pentru 
diferenţierea speciilor cu creștere rapidă înrudite de 
cele cu creștere lentă.  

Printre alte secvenţe-ţintă utilizate pentru identi-
ficarea micobacteriană, cele mai importante sunt 
reprezentate de gena recA implicată în repararea ADN, 
sodA care codifică superoxid dismutaza și rpoB care 
codifică subunitatea beta a ARN polimerazei39. Gena 
rpoB, care include regiuni cu o mare variabilitate și 
este prezentă într-o singură copie în toate micobacte-
riile, a fost recent propusă standard de aur în diferen-
ţierea micobacteriilor cu creștere rapidă 34,39.

Pyrosequencing este un test simplu de analiză 
cantitativă și precisă a secvenţelor de ADN. Este 
descrisă ca o metodă nouă și de perspectivă pentru 
identificarea rapidă a micobacteriilor, nu numai din 
culturi pozitive, dar și direct din specimene de spută 
prelucrate, frotiu pozitiv. Este mai puţin costisitoare 
și poate oferi rezultate de identificare în timp de 1-3 
zile10. 

Testul luciferazei
Metodă rapidă de detecţie a chimiorezistenţelor, 

por nind de la infectarea micobacter i i lor pr in 
 bacter iofag i transpor tor i a i  genei luc iferazei . 
Luciferaza este o enzimă care în prezenţa ATP-ului 
interacţ ioneză cu luc i fer ina, emiţând lumină. 
Bacteriofagul transmite gena luciferazei, care astfel 
poate fi produsă în  interiorul M. Tb. În prezenţa ATP 
( numai în celulele viabile) se produce lumină detec-
tabilă (sunt necesare cel puţin 500-5000 de micobac-

ter i i  infectate cu  bacter iofag ).  Micobacter i i le 
chimiorezistente (neinactivate sau distruse de tuber-
culostatice) emit lumină.

Metoda poate fi considerată instrument de scree-
ning în cercetările privind noi tuberculostatice, dar și 
modalitate rapidă (48 de ore) și accesibilă de testare a 
sensibilităţii germenilor cultivaţi43,45.

Metode neconvenţionale de diagnostic 
fenotipic  I

Fagocitoza
Reacţia de fagocitoză se bazează pe abilitatea M. 

Tuberculosis de a susţine multiplicarea fagocitelor 
infectate. Numărul fagocitelor endogene, reprezen-
tând numărul original al bacililor viabili, se determi-
nă comparativ cu o specie cu creștere rapidă (ca, de 
exemplu, M. smegmatis).

FASTPlaque TB (un test comercial bazat pe aceas-
tă tehnologie) a fost utilizat în câteva studii compa-
rat iv cu d iag nost icu l bacter iolog ic c lasic (col . 
Ziehl-Neelsen/ auramina pentru microscopie-M și 
Lõwenstein-Jensen pentru C) și a  detectat micobac-
teria în 50-65% din cazurile cu sputa negativă în 
microscopie, cu o specificitate de 98%, iar la probele 
pozitive s-a obţinut o confirmare de 80-90%27,45. 
Testul s-a dovedit a avea și imperfecţiuni, unele stu-
dii relatând 8% până la 19% rezultate fals pozitive în 
condiţiile în care prin metodele convenţionale (M și 
C) specimenele erau negative27.

Metoda microcoloniei
Metoda microcoloniei sau tehnica de cultură în 

strat subţire pe agar reprezintă o metodă veche de 
cultivare și identificare a micobacteriei. Permite detec-
ţia rapidă a izolatelor prin morfologia caracteristică a 
micobacteriilor în cultură cu costuri mai reduse com-
parativ cu mediul Löwenstein- Jensen. Mediul agar 
Thin Layer 7H11 (TL7H11) permite detecţia a mai 
mult de 60% din probele pozitive în cultură în prime-
le 10 zile și mai mult de 80% din probele pozitive în 
primele 14 zile, comparativ cu 10% din probele culti-
vate pe Löwenstein-Jensen36,45.

Tehnica de determinare a sensibilităţii – identificare 
microscopică pe mediu lichid, Microscopic observation 
broth-drug susceptibility assay (MODS)

Metoda se bazează pe observarea caracteristicilor 
de dispunere în benzi șerpuitoare (determinată de cord 
factor) a M. tuberculosis pe mediu lichid cu ajutorul 
unui microscop inversat.

Un studiu comparativ al metodei cu cultivarea cla-
sică pe mediu solid și PCR a relevat o sensibilitate 
apropiată cu acestea (93%), iar timpul de desfășurare 
este de 9 zile. Metoda a fost propusă ca o metodă rapi-
dă, acceptabilă din punct de vedere al costului, sensi-
bilă și specifică pentru detecţia M. tuberculosis și 
sensibilităţii la medicamente, adecvată pentru utili-
zarea în ţările în curs de dezvoltare (în mod curent în 
ţările din America Latină)27,36. O limitare a metodei o 
constituie impedimentele legate de procurarea unui 
microscop inversat.
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Analiza conţinutului de acid micolic din peretele celular 
micobacterian

Micobacteriile prezintă un conţinut crescut de lipi-
de la nivelul peretelui celular. Aceste lipide includ acizi 
micolici și alţi acizi nesaturaţi și saturaţi. Acizii mico-
lici sunt nesaturaţi, acizi grași cu lanţ lung care pre-
zintă lungimea maximă la genul Micobacterium. Șapte 
tipuri de acizi micolici sunt combinaţi variat în pere-
tele celular al diferitelor specii de Micobacterium (alfa, 
alfa’, metoxi, keto, epoxi, wax ester și omega’ metoxi 
micolaţi).

Analiza conţinutului lipidic al peretelui micobac-
terian a fost utilizată pretutindeni pentru identifica-
rea micobacteriană. Tehnicile variate se bazează pe 
partiţia fizică a celor două faze (fixă și mobilă) a lipi-
delor prezente în peretele micobacterian25,45.

a) Cromatografia în strat subţire (thin layer chroma-
tography-TLC)

TLC utilizează o placă de siliciu (fază fixă) pe a 
cărei suprafaţă acizii micolici extrași din tulpina mico-
bacteriană sunt separaţi, ca rezultat al afinităţii dife-
rite pentru solvent (faza mobilă), cu progresie prin 
capilaritate. O dată ce placa a fost colorată, fiecare 
specie afișează un model particular proporţional cu 
conţinutul în acizi micolici care poate fi identificat 
prin comparaţie cu pattern-uri de referinţă. Numărul 
mare de specii micobacteriene, deja peste 130, a deter-
minat scăderea substanţială a relevanţei TLC în iden-
tificarea micobacteriilor. Cu doar 7 tipuri de acizi 
micolici și cu o majoritate de micobacterii care includ 
nu mai mult de 2 sau 3 dintre ei, atribuirea TLC se face 
mai multor specii de Micobacterium.

b) Cromatografia gaz-lichid (GLC) 
În GLC, un gaz (faza mobilă) este utilizat pentru 

transportul probei printr-un lichid (faza fixă) dispus în 
coloană. O dată ce lipidele extrase din tulpina micobac-
teriană au fost injectate, temperatura înaltă de operare 
(aproximativ 300°C) produce clivajul acizilor micolici în 
esteri saturaţi cu 22, 24 și 26 atomi de carbon. Produșii 

de clivaj se determină prin spectrometrie și produc cu 
acizii grași (ex.: acid tuberculostearic) și alcoolii 
 pattern-uri compatibile cu anumite specii și care fac 
posibilă diferenţierea acestora.

Principala problemă ce privește GLC este reprezen-
tată de limitele de reproductibilitate între laboratoare 
și ineficienţa în discriminarea unui număr mare de 
specii de Micobacterium.

c) Cromatografia lichidă de înaltă performanţă (HPLC)
HPLC utilizeză presiunea înaltă pentru a transpor-

ta un lichid (faza mobilă) care conţine produsul extras 
prin faza f ixă prezentă sub forma unei coloane. 
Variatele tipuri de acizi micolici, anterior saponificaţi, 
dehidrolizaţi (rezultând bromofenacil esteri), separaţi 
în coloane, sunt îndepărtaţi prin spălare cu ajutorul 
unui solvent la intervale diferite de timp.

Pe baza absorţiei UV individuale, detectorul sepa-
ră fracţiunile unice sub forma unor peak-uri dispuse 
într-un profil. Profilul fiecărei specii este diferit, 
rezultând astfel identificarea unor specii cu profilul 
respectiv cunoscut. Un sistem de detecţie bazat pe 
f luorescenţă poate fi folosit și este mult mai sensibil 
decât sistemul bazat pe ultraviolete.

Ghidul OMS pentru managementul MDR TB (2011) 
- Guidelines for the Programmatic Management of  
MDR TB (update 2011) - menţionează că efectuarea 
testării sensibilităţii tulpinilor de M. Tuberculosis  îna-
intea începerii tratamentului, utilizând tehnicile rapi-
de pentru INH și RMP, sau cel puţin pentru RMP, este 
cea mai bună strategie pentru a preveni tratamentele 
inadecvate până la obţinerea ABG clasice, prevenind 
răspândirea tulpinilor rezistente (figura 5). Această 
strategie și-a dovedit eficienţa și în populaţiile unde 
există un nivel scăzut al rezistenţelor la pacienţii TB, 
datorită specificităţii și sensibilităţii crescute 26,36,43.

Este menţionat însă și riscul rezultatelor fals pozi-
tive, ceea ce poate conduce la irosirea unor resurse 
(având în vedere costul medicaţiei) și toxicitatea cres-
cută a unui tratament de linia a doua. De aceea, se 

Figura 5. Recomandarea Guidelines for the Programmatic Management of  MDR TB  pentru testarea sensibilităţii tulpinilor de M. Tb
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recomandă confirmarea și prin metode fenotipice a 
ABG.

Diagnosticul rapid al cazurilor de MDR-TB este 
extrem de util pentru instituirea precoce a unui tra-
tament eficient, adaptat cât mai fidel spectrului de 
sensibilitate al tulpinii rezistente  (reducând astfel și 
riscul de dezvoltare a rezistenţei suplimentare la alte 

droguri) și în controlul răspândirii acestor tulpini.
Metodele genetice de diagnostic, aprobate și recoman-

date de OMS, pot reduce timpul de diagnostic al cazului 
de TB și, foarte important, al cazului de MDR TB până 
la 24-48 de ore. Nu înlocuiesc metodele actuale standar-
dizate de diagnostic și al profilului de rezistență, dar le 
completează în cazuri selecţionate16,43.   


