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Diagnostic convenţional și 
molecular la un eşantion  

de pacienţi cu TB-DR

Pe plan global, deși a scăzut incidenţa tuberculozei 
sensibile, crește numărul de cazuri cu tuberculoză drog-
rezistentă. Diagnosticul bacteriologic rapid genetic și 
fenotipic devine esenţial pentru controlul endemiei. 
Rezistenţa apare ca expresie fenotipică a mutaţiilor 
din genomul M. tuberculosis. Mutaţiile care apar sunt: 
pentru Rifampicină în regiunea rpoB, pentru Izoniazidă 
- în regiunea katG și inhA, pentru Etambutol - embB, 
Quinolonă - gyrA, Aminoglicozide și Peptide ciclice - rrs. 
Pentru a urmări concordanţa rezultatelor la antibiogramă 
prin metoda fenotipică și genetică, s-a luat în calcul 
un eșantion de 40 de pacienţi cu TB-DR. S-a efectuat 
antibiogramă fenotipică  pe mediul Lowenstein-Jensen. 
Tulpinile au fost testate și genetic indirect, Genotype MTBDR 
plus pentru H, R și Genotype MTBDRsl  pentru  linia a doua.
Concordanţa dintre metoda genetică și metoda 
fenotipică este de 95%. Un procent de 5% dintre 
pacienţi au diferite sensibilitaţi la Izoniazidă și 
Rifampicină, dar fenotipic sunt rezistenţi, ceea ce 
poate însemna că au alte mutaţii nedectate de strip.
Cea mai frecventă mutaţie în cadrul rpoB este Mut 3, cu 
un procent de 52% și cu absenţa benzii W8. În cadrul rpoB 
Mut 1 și Mut 2A sunt în procent de 12,5% și respectiv 15%.
Pentru rezistenţa înaltă la Izoniazidă, cea mai frecventă 
este Mut1 pentru katG - 95%, iar pentru rezistenţa 
scazută la Izoniazidă, Mut 1 din domeniul inhA - 30%.
Pentru linia a doua, cele mai multe neconcordanţe 
între metoda genetică și cea fenotipică sunt la 
Etambutol – 30%, genetic tulpinile neprezentând 
nici o mutaţie în domeniul embB, dar fenotipic fiind 
rezistente. Pentru Ofl, K, AMK și Cap, concordanţa între 
cele două metode este de 100% la tulpinile testate. 
În concluzie, metodele genetice sunt metode 
cu sensibilitate și specificitate mare, rapide, 
care scurtează mult timpul de diagnostic.
Cuvinte‑cheie: Mycobacterium tuberculosis, tuberculoza 
drog-rezistentă, antibiograma fenotipică, line probe assay

Abstract Rezumat

Conventional and molecular diagnosis 
on a group of patients with TB–DR
Worldwide, although the incidence of the sensitive/
susceptible tuberculosis diminished, the number of drug 
resistant tuberculosis is growing. The bacteriological 
diagnosis, genetic and phenotypic, becomes essential for the 
epidemic control. The resistance appears as a phenotypic 
expression of mutations from M. tuberculosis genome. The 
mutations that appear for Rifampicin are in region rpoB, for 
Isoniazid in region katG and inhA, for Ethambutol - embB, 
Quinolone - gyrA, Aminoglicozid and Cyclical Peptides - rrs.
To follow the concordance of results of drug sensitivity test 
(DST) through phenotypic and genetic method, we analyzed 
a group of 40 patients with TB-DR. We performed drug 
susceptibility testing on Lowenstein-Jensen medium according 
to the instructions of the manufacturer. The strains were 
tested indirect genetic too, Genotype MTBDR plus for INH 
and RIF and Genotype MTBDRsl for the second line drugs.
The concordance between genetic method and the phenotypic 
method is 95%, 5% from the patients have different sensitivity 
to INH and RIF, but phenotypical they are resistant, meaning 
that they have other mutations undetected by the strip.
The most common mutation in region rpoB is MUT3 (52%) 
associating the absence of band W8. Mutations in the region 
rpoB MUT1 and MUT2A are 12.5%, and 15% respectively.
For high resistance to INH, the most common is MUT1 for katG 
95% and for low resistance to INH MUT1 from region inhA - 30%.
For the second line drugs, the most frequent concordance 
between genetic method and phenotypic method is for EMB, 
of 30%, genetically speaking the strains display no mutation 
in region embB, but are resistant in phenotypic method.
For FQ, KAN, AMK and CAP the concordance between 
the two methods is of 100% to all tested strains.
In conclusion, genetic methods have high sensitivity, they 
are fast and shorten significantly the diagnosis time.
Keywords: Mycobacterium tuberculosis, drug resistant 
tuberculosis, drug susceptibility testing, line probe assay

Introducere
Tuberculoza (TB) rămâne în continuare o problemă 

importantă de sănătate publică. La  nivel mondial, în 
2012, O.M.S. (Organizația Mondială a Sănătății) estima 
apariția anuală a 8,6 milioane de cazuri noi de tubercu-
loză şi a 1,4 milioane de decese prin TB (echivalând cu 
3.800 de decese pe zi)1.

În prezent, o treime din populația globului este infec-
tată cu Mycobacterium tuberculosis. În România, aproxi-
mativ 13.000 de persoane se îmbolnăvesc de TB, 1.200 
decedând din cauza acestei boli. Incidența globală a TB 
(cazuri noi şi recidive) este cea mai crescută din UE 

(Uniunea Europeană) şi una din cele mai mari din 
Regiunea Europa O.M.S. (România ocupând locul VI, 
după Kazahstan, Republica Moldova, Georgia, Kîrgîstan 
şi Tadijkistan – Figura 1)1. 

Schimbările importante care au avut loc în istoria 
naturală a TB au un impact major în epidemiologia TB-DR 
(tuberculoza drog-rezistentă). Incidența în creştere a 
tulpinilor de Mycobacterium tuberculosis (M. tb) rezistente 
la cele mai eficiente medicamente anti-TB reprezintă un 
factor major care contribuie la evoluția epidemiei2.

Rezistența M. tb este cauzată de mutațiile cromozo-
miale care codifică ț inta droguri lor. Multidrog-
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rezistența apare din cauza acumulării secvențiale de 
mutații în genele-țintă, ceea ce face ca tratamentul să 
fie mult mai dificil. S-a observat că sensibilitatea tul-
pinilor de M. tb, izolate de la pacienți cu caz nou, este 
în proporție de 44,2% față de tulpinile selectate de la 
pacienți cu retratamente, care se situează la 17,8%. 
Frecvența tulpinilor MDR selectate de la pacienții cu 
caz nou este în proporție de 35,3%, față de cele selectate 
de la pacienții cu retratamente - 76,5%. Sensibilitatea 
tulpinilor scade dramatic în cazul pacienților cu retra-
tamente3 (Figura 2). 

Ca răspuns la această problemă alarmantă, s-au dez-
voltat diverse tehnici rapide de diagnostic care dau 
informații atât în legătură cu apartenența tulpinii la 
complexul tuberculosis, cât şi în legătură cu prezența 
mutațiilor de rezistență.

În cadrul Laboratorului Național de Referință (LNR) 
Bucureşti am evaluat concordanța rezultatelor între metoda 
genetică5 şi metoda fenotipică4. Am testat tulpinile izolate 
de la un număr de 40 de pacienți MDR (multidrog-rezistenți) 
incluşi în tratament GLC (Green Light Commity); metoda 
genetică utilizată a fost LPA (Line probe assay) HAIN.

138,8

110,0

61,0
55,8

70,0

102,6

134,1

142,2
135,7 134,6

123,6

114,2
106,4 105,5

99,4

90,1
82,8

78,7
73,3

0

20

40

60

80

100

120

140

160

1972 1980 1990 2001 2003 2005 2007 2009 2011 2013

Figura 1. Incidenţa globală a TB în România în perioada 1972-2013

Figura 2. Sensibilitatea 
tulpinilor de M.tb izolate 
de la pacienţi Caz Nou și 
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Datele din literatură arată că, din punct de vedere al 
sensibilității şi specificității testului GenoType MTBDR plus 
pentru RMP (Rifampicină), sensibilitatea este 98,1%, iar 
specificitatea 98,7%, respectiv HIN (Izoniazidă)  sensibili-
tatea este 84,3%, iar specificitatea 99,5%5,16.

Pentru testul GenoType MTBDR sl  pentru OFL 
(Ofloxacin) sensibilitatea este 90,2%, specificitatea 
100%, AMK (Amikacină) - sensibilitatea 83,3%, speci-
ficitatea 100%, CAP (Capreomicină) - sensibilitatea 
86,8%, specificitatea 99,1%, EMB (Etambutol) - sensi-
bilitatea 59% şi specificitatea 100%.

Obiectiv 
Studiul actual îşi propune prezentarea rezultatelor 

obținute la testarea genetică LPA, comparativ cu testa-
rea fenotipică a aceluiaşi lot de tulpini.

Ipoteza de studiu
Rezultatele obținute la antibiograma fenotipică pe 

mediu solid şi cele obținute prin testarea tulpinilor prin 
metoda genetică sunt valide şi de încredere. 

Scop
Stabilirea concordanței dintre rezultatele obținute 

în Laboratorul Național de Referință Bucureşti şi 
Laboratorul Centrului de Excelență MDR Bisericani prin 
testare fenotipică şi rezultatele obținute prin testare 
genotipică în LNR Bucureşti.

Considerente etice
Tulpinile selectate pentru testare au provenit de la 

pacienți din cele două centre, MDR Bucureşti şi 
Bisericani. Rezultatele obținute la testarea genetică au 
fost folosite pentru analiza comparativă cu rezultatele 
fenotipice obținute în cele două laboratoare.

Material şi metodă
Studiul a fost de tip retrospectiv.
Au fost selectate pentru studiu un număr de 40 de 

tulpini de M. tuberculosis care au fost testate genetic. 
Tulpinile testate au fost izolate pe medii de cultură 
Lowenstein-Jensen (L-J), respectând procedura de lucru 
şi toate măsurile de biosiguranță. Au fost păstrate în 
laboratoarele de referință în apă glicerinată 5% în con-
gelator (la -200C) şi au fost recultivate în laboratorul de 
origine pe mediu L-J şi trimise în LNR4,11 în vederea 
efectuării extracției de ADN mycobacterian pentru tes-
tarea genetică5,6,8.

Inițial, toate tulpinile au fost testate fenotipic4,8. 
Cele două laboratoare participă la scheme de control 
extern de calitate, LNR din Bucureşti având ca SRNL 
(Laborator Supranațional de Referință) laboratorul de 
la Stockholm.

Tulpinile au fost trimise în condiții de biosiguranță6,12, 
însoțite de un tabel cu rezultatele obținute la testarea 
fenotipică. Metoda utilizată pentru testarea fenotipică 
a fost metoda proporțiilor, tehnica indirectă. Trusa de 
testare are în compoziție două tuburi martor şi câte un 
tub pentru HIN 0,2 µg/ml; RMP 40 µg/ml; EMB 2 µg/

ml; KAN(Kanamicină) 30 µg/ml ; OFL 2 µg/ml; CAP 40; 
µg/ml; AMK 30 µg/ml. 

Tulpinile au fost testate genetic prin metoda LPA  (line 
probe assay) şi s-au utilizat truse  GenoType MTBDR plus 
(HAIN Lifescience, GmbH, Nehren, Germania) care detec-
tează mutațiile comune din gena rpoB, din genele katG 
şi inhA (răspunzătoare de rezistența pentru RMP şi 
HIN) şi apartenența tulpinii la complexul M. tb. Pentru 
tuberculostatice de linia a doua şi Etambutol s-au utili-
zat truse GenoType MTBDRsl (HAIN Lifescience, GmbH, 
Nehren, Germania) care evidențiază mutațiile din gene-
le embB, rrs si gyrA (rezistența pentru EMB, AMK, KAN, 
CAP, OFL)7.

Ca principiu, testarea LPA urmăreşte patru etape 
mari: extracția de ADN, amplificarea ADN, hibridizarea 
ADN, urmată de documentarea testului şi interpretarea 
rezultatelor (Figura 3). Cantitatea de ADN utilizată pen-
tru amplificare a fost de 5 µl5,7. Pentru validarea testului 
s-au utilizat martor negativ şi pentru martorul pozitiv 
tulpina de referință H37Ra (ATCC 25177).

Variabilele studiate: sunt categoriale, dihotomice 
(sensibil sau rezistent). Mutație detectată/ nedetectată.

Analiza statistică
Metoda statistică folosită a fost de comparare a 

rezultatelor. S-au calculat procentele de concordanță şi 
coeficientul de concordanță kappa între cele două meto-
de pentru lotul studiat. Nu se pot calcula specificitatea 
şi predicția sensibilității, deoarece tulpinile studiate au 
fost doar tulpini cu rezistență cunoscută MDR. 

Figura 3. Principiul testului genetic
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Rezultate şi discuții
La testarea fenotipică, toate tulpinile au avut rezistență 

HIN şi RMP. Genetic pentru testarea sensibilității la HIN, 
o tulpină nu a avut nici o mutație în regiunile inhA şi katG, 
dar fenotipic a fost rezistentă, ştiut fiind că baza molecu-
lară a rezistenței la HIN implică o varietate de cauze cum 
ar fi inserții, deleții şi mutații punctiforme. 

Pentru testarea sensibiltății la RMP, două dintre tul-
pini nu au prezentat nici o mutație în regiunea rpoB, 
fenotipic fiind rezistente, ceea ce poate semnifica 
existența altor mutații compensatorii în domeniile 
rpoA/rpoC, mutații care nu se găsesc pe stripul testului 
din trusa GenoType MTBDR plus14,15.

În cadrul rpoB, cea mai frecventă mutație este Mut 
3-52%, însoțită de absența benzii W8, Mut 1- 12,5% şi 
Mut 2A-10% (Figura 4). 

Pentru rezistența înaltă la Izoniazidă în domeniul 
katG, cea mai frecventă este  Mut1 - 95 % (Figura 5).  

Pentru rezistența scăzută la Izoniazidă inhA, cea mai 
frecventă este Mut - 30% (Figura 6).

C o n c o r d a n ț a  î n t r e  c e l e  d o u ă  m e t o d e  
pentru HIN şi RMP

Rezultatele obținute prin cele două metode fenotipic 
şi genetic se suprapun în proporție de >=95%. Este con-

siderată ca referință testarea fenotipică a cărei sensibi-
litate de detecție a populației rezistente este de 1%, față 
de cea genetică, a cărei putere de discriminare a aceleiaşi 
populații este de 5% .  

Un procent de 2,5% din tulpinile testate pentru HIN 
nu au prezentat nici o mutație în regiunea katG şi inhA, 
dar fenotipic au fost rezistente. Concordanța între cele 
două metode a fost de 97,5%, cu k=0,975. 

Pentru RMP, procentul de concordanță este de 95%, 
cu un k=0,950. În timpul cultivării se pot selecta toate 
variantele de mutații spontane, ceea ce face ca antibio-
grama fenotipică la o tulpină cu multe pasaje să fie fals 
rezistentă. De asemenea, în cazul  tulpinilor heterorezis-
tente, populația sensibilă este înlocuită în timp de cea 
rezistentă. În cazul infecțiilor cu tulpini mixte (populație 
mixtă rezistentă şi sensibilă care genetic înseamnă 
prezența a două tulpini diferite), detecția rezistenței 
depinde de mutații, anumite mutații fiind detectate doar 
dacă toată populația bacilară este rezistentă (Figura 7).

În cazul analizării rezultatelor obținute la testarea 
drogurilor de linia a doua şi a EMB, concordanța cea mai 
mică între cele două metode utilizate a fost pentru EMB 
- 70% şi k=0,675, confirmând sensibilitatea scăzută a 
metodei genetice pentru acest drog. 

Figura 4. Frecvenţa 
mutaţiilor în regiunea rpoB 

Figura 5. Mutaţii în 
regiunea katG
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Pentru AMK şi CAP, rezultatele au fost superpozabile 
100%, cu k=1 pentru cele două metode utilizate. La 
f luoroquinolone, concordanța a fost de 95%, k=0,925, 
iar pentru KAN - 94,9%, cu k=0,949 (Figurile 8 şi 9). 

Concluzii
Care metodă este mai potrivită pentru a obține un 

răspuns rapid, real, concludent şi semnificativ clinic? 
„Standardul de aur“ pentru o metodă de testare este 
reprezentat de detecția unui procent cât mai mic de 
bacili rezistenți prezenți într-o tulpină. Metodele gene-
tice şi noile tehnologii sunt potrivite pentru screening-
ul MDR-TB şi reduc mult timpul de diagnostic, 
completând “standardul de aur” reprezentat de testarea 
fenotipică (cultura în mediu lichid).

Testarea genetică ne permite abordarea precoce a 

pacientului cu tuberculoză, certificarea diagnosticului 
de tuberculoză, cu evidențierea spectrului de chimio-
sensibilitate, ceea ce permite administrarea de trata-
ment țintit cu droguri eficiente şi cu o rată crescută de 
negativare şi vindecare. 

Eşecul terapeutic este datorat atât mecanismului de 
rezistență, care este un fenomen fenotipic datorat 
mutațiilor, cât şi mecanismului de persistență, fenomen 
genotipic datorat mutațiilor, tratamentul fiind activ 
doar asupra bacililor aflați în multiplicare.

Ideal este să utilizăm metoda care să detecteze o 
proporție cât mai mică din populația bacilară drog-
rezistentă. Optimizarea regimurilor terapeutice, împre-
ună cu diagnosticul rapid şi testarea sensibilității 
pentru liniile 1 şi 2 de tratament îmbunătățesc mult 
rezultatul clinic.    n

Figura 6. Mutaţii în 
regiunea inhA

Figura 7. Rezultate testare 
HIN și RMP fenotipic și 
genetic
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Figura 9. Reprezentarea 
rezultatelor obţinute prin 
cele două metode

Figura 8. Concordanţa 
rezultatelor obţinute prin 
cele două metode


