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tuberculozei si al MDR- TB

(partea a doua)

Present and expectations for rapid

molecular diagnosis of TBand 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 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

Abstract Rezumat

Tuberculoza este incd una dintre afectiunile cu un important
impact medical si social, iar din perspectiva diagnosticului
precoce (ce ar implica un tratament corect si instituit 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 apartindnd 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 dureazd
pand la 42 de zile pe medii solide si pdnd 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 cdt mai fidel spectrului de
sensibilitate al tulpinii rezistente (reducdnd astfel si

riscul de dezvoltare a rezistentei suplimentare la alte
droguri) siin 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. Acestea nu inlocuiesc
metodele actuale standardizate de diagnostic si al profilului
de rezistentd, dar le completeazd in cazuri selectionate.
Cuvinte-cheie: tuberculoza, MDR-TB, Mycobacterium
tuberculosis, diagnostic molecular

Metodele de identificare genetica

Se bazeaza pe metodele genotipice si au fost utili-
zate initial in laboratoarele de cercetare, ulterior fiind
folosite in diagnosticul de laborator, prin utilizarea
unor kit-uri comerciale de diagnostic pentru identifi-
carea micobacteriana.

Determinarea enzimei de restrictie prin PCR

Determinarea enzimei de restrictie prin PCR (PRA)
se bazeaza pe amplificarea secventei 441-bp a genei
hsp65 prin PCR, urmata de digestia produsului de
amplificare cu ajutorul a douid enzime: BstEII si
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HaellI'»?*2%, Produsii reactiei de digestie sunt apoi
separati si vizualizati prin electroforeza pe gel agar.
Pattern-ul restrictiv astfel obtinut este comparat cu
un algoritm preexistent. Metoda PRA poate fi aplicata
unei suspensii bacteriene prelucrate, obtinute prin
crestere pe mediu solid sau lichid.

Este o metoda alternativa la numeroase alte metode
de identificare costisitoare®??. Metoda a mai fost utili-
zatd pentru identificarea micobacteriei, apelandu-se la
amplificarea genetici si a altor secvente localizate la
nivelul unor gene ca rpoB si gyrB, cu rezultate bune??.
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| Figura 1. Spoligotiparea — Locus cromozomial cu regiunile DR (fragment). Secventele spacer utilizate in spoligotipare

Sondele ADN

Reprezinta una din cele mai de succes metode mole-
culare.

- AccuProbe

Sistemul precursor AccuProbe a fost dezvoltat in
urma cu 20 de ani. Este singurul sistem care nu nece-
sitd amplificarea anterioara a secventei-tintd. Sonda
este reprezentatd de un polimer al ADN monocatenar
- oligonucleotida, complementari unei secvente scur-
te specifice apartindnd unei regiuni hipervariabile a
ADN-ului ribozomal 16S. Este marcata cu un ester, o
moleculd chemoluminiscenta, care genereazi lumina
cand este excitata adecvat®.

Odata cu scaderea temperaturii prin utilizarea
undelor sonore, extractul este pus in contact cu sonda,
urmand procesul de hibridizare doar in cazul in care
existd 100% complementaritate. Kit-urile AccuProbe
sunt disponibile pentru identificarea micobacteriilor
apartinidnd complexului M. tuberculosis, M. avium si
speciilor M. kansasii, M. gordonae, M. avium si M. intra-
cellulare®>?". Pot fi utilizate pe medii de cultura atat
solide, cat silichide. Echipamentul necesar presupune
un sonicator pentru lizarea celulara si un dispozitiv
luminiscent pentru citirea finala. Conform datelor din
literatura, sensibilitatea si specificitatea AccuProbe
sunt foarte bune'?.

Spoligotyping (Spoligotiparea)

Se bazeaza pe polimorfismul ADN-ului micobacte-
rian, structura prezentd intr-un locus cromozomial
particular (regiunea DR, Direct Repeat) — pus in evi-
dentd numai in cadrul tulpinilor apartindnd comple-
xului M. Tuberculosis *°.

Prin amplificarea PCR a secventelor din regiunea
DR si utilizarea unei tehnici de hibridizare a secven-
telor complementare acestora se realizeaza un aspect
tip ,,cod de bare® (figura 1). Prin compararea regiuni-
lor DR provenind de la tulpini diferite de M.
Tuberculosis s-a constatat ca ordinea secventelor spacer
este in general aceeasi, dar pot apirea deletii/ insertii.
Identificarea profilului secventelor spacer caracteris-
tice pentru complexul M. Tuberculosis permite diagnos-
ticul de specie, cat si studierea tulpinii din punct de
vedere epidemiologic*®*°. Metoda este rapida, speci-
fica si sensibila.

Spoligotiparea

Polimorfismul lungimii fragmentelor de restrictie
(RFLP: Restriction Fragment Length Polymorphism)

Utilizeazi existenta unor secvente ADN repetitive
de tipul secventei de insertie IS 6110 constituiti din
1355 de perechi de baze, prezenta exclusiv in genomul
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Figura 2. Spectrul fragmentelor de ADN evidentiat prin elec-
troforezd pentru diverse tulpini izolate, comparativ cu tulpini
de referinta '>#

speciilor de M. Tuberculosis. In plus utilizeaza enzime
de restrictie capabile sa recunoasci si si decupeze
ADN-ul in puncte specifice' 204,

Secventele de insertie ADN contin situsuri de acti-
une a enzimelor de restrictie, fragmentandu-se astfel
lantul ADN in segmente variabile (in functie de numa-
rul silocalizarea IS 6110) caracteristice pentru fieca-
re tulpini de M. Tuberculosis. Spectrul fragmentelor
de ADN este evidentiat prin procedee electroforetice,
rezultind un aspect caracteristic pentru fiecare tulpi-
ni - fingerprinting“ (figura 2). Metoda poate fi folo-
sitd in ancheta epidemiologica de filiatiune,
putidndu-se identifica nu doar specia, ci si tulpini indi-
viduale®91321,

Reactia lanturilor de polimerazd - polimorfismul con-

formatiei lantului monocatenar (PCR — SSCP Polymerase

Chain Reaction - Single Strand Conformation

Polymorphism)

Metoda genica directd de determinare a chimiore-
zistentelor: combini o etapa de amplificare PCR cu o

199



TUBERCULOZA IN ROMANIA

INNO:=LIPA (Line Probe Assay)

Steps involved

dTTP, dATF, dGTF, dCTP
Biotinylated primers
-r
Tag-polymerase

—— — IR
NN/ N7,

DNA target

Thermal cycler

TrDlIl gh

INNO-LIPA strip

Troughhaolder

PCR amplification

|

i I I =i === Interpretation

Hybridization
Stringent wash
Conjugate incubation
Color development

| Figura 3. Etapele de lucru ale testului INNO-LiPA Rif TB

etapa de denaturare prin caldura a celor doua lanturi
complementare de ADN. Lanturile monocatenare capa-
tad o conformatie caracteristica.

Prezenta unei mutatii (ca, de exemplu, cea care
determini fenotipic chimiorezistenta) determina
modificarea conformatiei, avind drept consecinta
migrarea diferita electroforetic a acestor lanturi, com-
parativ cu lantul izolat cu sensibilitate pastrata. PCR-
SSCP este o metoda fiabili si rapida de detectie a
rezistentei la RMP®. Metoda pote fi utilizata pentru
culturile BACTEC pentru detectia directa si rapidi (24
de ore) a rezistentei in spute intens pozitive*’.

Se poate utiliza si pentru mutatiile genelor impli-
cate in rezistenta sila alte tuberculostatice: HIN, SM,
fluorochinolone. Sensibilitatea metodei pentru acestea
din urmi este mai mici, din cauza implicirii si altor
mecanisme in chimiorezistenta decit cele genetice
(90% pentru RMP; 78% pentru HIN; 60% pentru SM).

GeneXpert MTB/RIF (Cepheid GeneXpert System,
Sunnyvale)

Este un sistem inchis, complet automatizat, pentru
detectarea siidentificarea simultana a complexului M.
tuberculosis si a rezistenteila RMP ce utilizeaza reactia
de polimerizare in lant in timp real (Real Time PCR).

200

Sistemele bazate pe ,real time“ si PCR cantitativ inre-
gistreazad amplificarea si polimerizarea pe masuri ce
acestea se desfisoara, spre deosebire de PCR clasic in
care rezultatele sunt colectate la sfarsitul reactei'®*!.

Avantajul major al tehnicii ,real time“ PCR il con-
stituie rapiditatea obtinerii rezultatului si riscul mic
de contaminare. Dezavantajul il constituie costul cres-
cut al echipamentelor si necesitatea personalului
instruit. Sistemul GeneXpert dispune de cartuse de
unici folosinti in platforma specifici pentru procesa-
rea produselor si analizarea fragmentelor genetice
amplificate. Poate fi folosit pentru culturi sau pentru
sputd, cu generarea rezultatului in mai putin de doua
ore, comparativ cu metoda clasici, unde rezultatul se
obtine, in medie, in doud saptamani®?®.

Este aplicabil singur, avand ca scop initierea trata-
mentului doar in zonele in care prevalenta TB MDR
este mai mare de 15%. Daci prevalenta TB MDR este
maimica de 5%, este necesard confirmarea rezultate-
lor prin orice alt test pentru diagnosticul definitiv al
rezistentei la RMP?.

Comparata cu ABG fenotipica pentru detectarea
rezistentei la RMP, sensibilitatea metodei variazi
intre 99,2 si 100% in cazul produselor pozitive la exa-
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1. M.tuberculosis sensibil 1a INH si RMP;

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

3. MDRTB, mutatia rpoB S351L si katG S315T2

4. MDRTB, mutatia rpoB S351L, katG S315T1 si
inhA C15T

5. M.tuberculosis monorezistent la RMP- mutatia
rpoB in regiunea 530- 533

6. MDRTB, mutatia rpoB D516V si katG S315T1
7. MDRTB, mutatia rpoB S351L si katG S315T2

8. MDRTB, mutatia rpoB D516V, katG S315T1 si
mutatie inhA -15/ -16

9. Test neinterpretabil

10. Test negativ de control

| Figura 4. Exemplu de strip GenoType MTBDRplus

menul microscopic si intre 72,5% si 84,6% in cazul
produselor negative la examenul microscopic, dar care
se dovedesc a avea culturi pozitive. Specificitatea este
de 99,2-100% in cazul testarii culturilor'6843,

Line probe assay (Metodele de Hibridizare
Liniara)

Metoda utilizeaza tehnologia revers hibridizarii cu
diferite sonde ADN specifice imobilizate in linii para-
lele pe stripuri de hartie.

Secventa-tinta de ADN este amplificata PCR utili-
zand primeri biotinilati si, in final, incubati cu stri-
pul. Sonda de hibridizare se evidentiazad sub forma
unei benzi colorate, care se constituie dupd adaugarea
unei enzime marcate cu streptavidin si a unui substrat
cromogen®’. Specificitatea sondei de hibridizare este
indicata de pozitia benzii colorate pe strip.

In 2008, OMS a aprobat si recomandat ca metode-
le de hibridizare liniari si fie aplicate direct la toate
sputele pozitive la examenul microscopic pentru a
detecta rapid rezistenta la RMP, si prin urmare a MDR
TB (RMP rezistenta putind fi considerata indicator de
MDR)*2%43 Au avantajul rapiditatii si al standardi-
zarii*®**. Nu elimina necesitatea folosirii culturii si
ABG conventionale, cu atadt mai mult, cu cat ABG
conventionald este necesari pentru testarea
substantelor anti-TB de linia a doua'**643,

Exista trei metode comerciale disponibile; INNO-
Lipa MYCOBACTERIUM, GenoType Mycobacterium si
GenoType MTBC.

1. INNO Lipa Mycobacteria

Sondele INNO Lypa Mycobacteria sunt secvente
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specifice de specie care apartin unei regiuni de tran-
scriptie (ITS) interpusa intre genele ARN ribozomal
16S si 23S. Sistemul include o sonda specifica de gen
Micobacterium, doua sonde complex specifice (M.
Tuberculosis si M. Avium) si 23 de alte sonde compati-
bile pentru identificarea a 18 specii si cAteva variante
specifice.

Testul INNO-LiPA Rif TB (Innogenetics, Ghent,
Belgia) (figura 3), care poate detecta simultan com-
plexul M. Tuberculosis si mutatiile in gena rpoB, deci
rezistenta RMP. Este aplicabil pe culturi in mediul
solid sau lichid, dar poate fi aplicat si produselor pato-
logice. Sensibilitatea si specificitatea variaza intre 82
$1 100%, respectiv 92-100%'93%3%. Limita acestui test
constd in faptul ca nu poate detecta si rezistente la
alte substante anti-TB!*%,

2. GenoType Mycobacterium

Sondele utilizate in aceastd metoda sunt secvente
ale genei ARN ribozomal 23S apartindnd mai mult
decat unei specii. In acest caz, identificarea nu se
bazeazi pe specificitatea unei singure linii, ci pe dife-
ritele combinatii de benzi multiple care caracterizeaza
fiecare specie. Sistemul comercial dispune de doua
variante: GenoType CM identifici, cel mai des, specii
de micobacterium cu ajutorul a 17 sonde, in timp ce
GenoType AS include 18 sonde care pot detecta si cele
mai putin comune specii®.

3. GenoType MTBC

Este un sistem de revers hibridizare menit a iden-
tifica speciile apartindnd complexului M. Tuberculosis
care nu pot fi diferentiate prin analiza oricirei regi-
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uni, dintre cele mai frecvent investigate (ADN ribozo-
mal 16S, ADN ribozomal 235)%°.

Sunt prezente 11 sonde pe strip: una se adreseaza
ADN-ului ribozomal 23S, altele regiunilor dela 91la 4
situate pe gena gyrB, iar altele regiunilor marginale
ale RD1. Sonda specifici ADN ribozomal 23S se utili-
zeaza pentru confirmarea izolatelor apartindnd com-
plexului M. Tuberculosis (M. tuberculosis, M. africanum
tipul I, M. bovis, M. caprae si M. microti; dar nu poate
distinge M. Tuberculosis de M. Africanum tipul II si de
»M. Canettii“)'"3135 Acest sistem poate realiza dife-
rentierea M. bovis contactat prin metode naturale de
cel inoculat o data cu vaccinul BCG*2.

Testul GenoType MTBDR plus (HAIN Lifescience,
GmbH, Nehren, Germany) este imbunatatit si poate
detecta mutatiile comune din gena rpoB (responsabila
pentru rezistenta RMP), genele katG si inhA (respon-
sabile pentru rezistenta INH). Sensibilitatea si speci-
ficitatea pentru detectarea rezistentei la RMP sunt
98%, respectiv 98,7% si mai scazute pentru detectarea
rezistentei la INH, adici 84,3%, respectiv 99,5%.
Timpul mediu pentru test este de doua zile atunci cand
se aplica direct sputei pozitive. Folosind bandelete
corespunzatoare (GenoType MTBDRsl) testul poate
determina rezistenta fatd de substante anti-TB de linia
a doua (aminoglicozide - capreomycina/AK/Km si flu-
orochinolone), evidentiind mutatiile din genele rrs si
gyrA 10,28,43.

De consemnat faptul ca producatorul a pus la dis-
pozitie testul Genotype MTBDRsl pentru detectia
rapida a rezistentei fata de fluoroquinolone, etambu-
tol si aminoglicozide prin testarea genelor gyrA, embB
sirrs, utilizat pentru identificarea rapida a pacientilor
cu XDR-TB (figura 4). Pentru validarea metodei mai
sunt necesare studii suplimentare®®.

Specificitatea si sensibilitatea sunt inalte: 70-80%.
Singurele reactii incrucisate raportate pana in prezent
privesc existenta unor micobacterii cu ritm foarte
rapid de crestere sau speciile nedescrise la momentul
la care sondele au fost dezvoltate.

O limita a GenoType este prezenta unui numair de
modele de hibridizare echivoce care sunt impartite de
doua sau mai multe specii, cauzate de variabilitatea
moderatid a ADN-ului ribozomal 2352839,

Microarray

Principiul metodei are la baza regula complemen-
taritatii bazelor din mostrele de ADN cunoscut cu cele
din ADN-ul de identificat'”??. Metoda presupune folo-
sirea unui sistem de spoturi pe membrane absorbante.
Un kit contine mii de spoturi si are, de obicei, sub 200
de microni. Spoturile-mostrd sunt fixate pe suport
solid (lamela de sticla de microscop, disc de silicon sau
membrani de nylon)*.

Acestea pot fi constituite din ADN, cADN sau oli-
gonucleotide, folosite pentru legarea complementara
a secventelor necunoscute si permit analiza paralela
a identificdrii si expresiei genelor'” 2. Analiza unui
singur fragment de ADN poate furniza informatii
simultane despre mii de gene. Tehnica Microarray isi
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giseste utilitatea mai mult in detectarea tulpinilor
rezistente de M. Tuberculosis, decat in detectarea M.
Tuberculosis din diverse prelevate clinice.

TB Biochip (trusa cu oligonucleotide) este cea mai
folosita dintre tehnicile microarray in detectia rezis-
tentei la izoniazida si rifampicina®™.

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

Este o trusa cu oligonucleotide destinatd pentru
detectarea siidentificarea substitutiilor codonului 29
si deletia unui anumit codon din alte 10 pozitii (507,
511, 512, 513, 515, 516, 522, 526, 532, 533) in cadrul
regiunii determinante pentru rezistenta la rifampici-
ni (RRDR)*. Fiecare element al trusei contine un oli-
gonucleotid a cirui secventd se potriveste cu aceea a
tulpinii silbatice sau a celei care contine mutatia
RRDR.

Folosirea unui suport din gel de acrylamid ampli-
ficd reactia de hibridizare. Utilizarea ulterioara a tin-
telor ADN marcate fluorescent conduc la un pattern al
intensititii fluorescentei compatibil cu eficienta hibri-
dizarii ADN-ului marcat ale diverselor probe de oligo-
nucleotide.

Intensitatile fluorescentei corespunzatoare secven-
telor apartinand tipului salbatic sau secventelor
mutante pentru fiecare codon sunt analizate si com-
parate automat, folosind un sistem informatizat com-
puter asistat, fiind inregistrate intr-un dispozitiv de
tip camera®® %,

Folosind componenta corespunzatoare din trusa,
izolatele sunt considerate a avea sensibilitate la RMP,
daca fluorescenta acestora este mai mare decit a celor
care corespund elementelor mutante. In virtutea ace-
luiasi principiu, utilizand cealaltd componenti a tru-
sei, izolatele apreciate a avea rezistentd la RMP au un
grad de fluorescentd mai mare decit cele corespunza-
toare tipului sdlbatic.

Intr-un studiu recent publicat de Gryadunov si col.,
folosind truse microarray cu oligonucleotide pentru
detectarea rezistentelor, acesta mentioneazi detecta-
rea in timp de 12 ore a rezistentelor din prelevate
clinice, cu o sensibilitate de 95% pentru rifampicini
si 80% pentru izoniazida.

Secventierea ADN-ului M. Tuberculosis

Determinarea secventei nucleotidice a ADN-ului
ribozomal 16S permite diferentierea majoritatii spe-
ciilor micobacteriene cunoscute in prezent. La nivelul
acestei gene, secventele universale intalnite la toate
organismele vii coexista cu secvente specifice de gen
comune organismelor apartinind aceluiasi gen (ex.
genul Micobacterium) si secvente specifice de specie
care fac diferenta intre specii® .

Dupa amplificarea secventei-tinti folosind metoda
PCR, produsul de amplificare obtinut este denaturat,
ulterior suferind o noua amplificare in care secvente-
le tintd din pozitiile 3’ si 5’ se vor asocia cu nucleotide
standard si nucleotide speciale dispuse in pozitiile
terminale ale lantului elongat. Produsii amplificati,
fiecare marcati cu fluorocrom specific pentru nucleo-
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tida terminala, se dispun in ordinea lungimii prin
electroforeza in cAmp.

Componenta de detectie a secventiatorului identifi-
ci compusii fluorescenti ce marcheaza nucleotidele ter-
minale ale fiecarui fragment. Fiecare dintre fragmente
este cu un nucleotid mailung decat precedentul, putand
fi astfel determinatd secventa genetica a regiunii. O
data secventa determinati, este necesard comparatia
sa cu secvente cunoscute, updatate permanent.

Reprezintd metoda de referinta in zilele noastre,
nu numai pentru micobacterii, dar si pentru toate
celelalte microorganisme, iar ADN-ul ribozomal 16S
ramdne cea maiimportanta secventa tinta. Succesiunea
de baze a secventei finale 5’ (aproximativ 500 baze)
furnizeaza rezultatul final pentru marea majoritate a
membrilor genului Micobacterium®.

Determinarea genei complete este necesara pentru
distingerea unui numar important de specii din genul
Micobacterium: M. peregrinum si M. septicum, M. mari-
num si M. ulcerans sau M. novocastrense si M. flavescens.
Exista si specii care nu pot fi diferentiate 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. Bolletti?"?°.

Alte regiuni-tinta din genomul micobacterian care
pot fi utilizate in cadrul acestei metode sunt: ADN
ribozomal 23S, hsp65 siITS (internal transcribed spa-
cer). Data fiind marea variabilitate (lungimea intre
270 si 400 baze), ITS poate fi utilizat cu succes pentru
diferentierea speciilor cu crestere rapidi inrudite de
cele cu crestere lenta.

Printre alte secvente-tinta utilizate pentru identi-
ficarea micobacteriana, cele mai importante sunt
reprezentate de gena recA implicata in repararea ADN,
sodA care codifica superoxid dismutaza si rpoB care
codifica subunitatea beta a ARN polimerazei®*. Gena
rpoB, care include regiuni cu o mare variabilitate si
este prezenta intr-o singura copie in toate micobacte-
riile, a fost recent propusa standard de aur in diferen-
tierea micobacteriilor cu crestere rapida3*3°.

Pyrosequencing este un test simplu de analiza
cantitativa si precisid a secventelor de ADN. Este
descrisd ca o metoda noud si de perspectivd pentru
identificarea rapidd a micobacteriilor, nu numai din
culturi pozitive, dar si direct din specimene de sputi
prelucrate, frotiu pozitiv. Este mai putin costisitoare
si poate oferi rezultate de identificare in timp de 1-3
zile®0.

Testul luciferazei

Metoda rapida de detectie a chimiorezistentelor,
pornind de la infectarea micobacteriilor prin
bacteriofagi transportori ai genei luciferazei.
Luciferaza este o enzimai care in prezenta ATP-ului
interactionezd cu luciferina, emitidnd lumina.
Bacteriofagul transmite gena luciferazei, care astfel
poate fi produsa in interiorul M. Th. In prezenta ATP
( numai in celulele viabile) se produce lumina detec-
tabila (sunt necesare cel putin 500-5000 de micobac-
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terii infectate cu bacteriofag). Micobacteriile
chimiorezistente (neinactivate sau distruse de tuber-
culostatice) emit lumina.

Metoda poate fi considerata instrument de scree-
ning in cercetarile privind noi tuberculostatice, dar si
modalitate rapidi (48 de ore) si accesibila de testare a

sensibilitatii germenilor cultivati*®*>.

Metode neconventionale de diagnostic
fenotipic I

Fagocitoza

Reactia de fagocitoza se bazeazi pe abilitatea M.
Tuberculosis de a sustine multiplicarea fagocitelor
infectate. Numarul fagocitelor endogene, reprezen-
tidnd numarul original al bacililor viabili, se determi-
ni comparativ cu o specie cu crestere rapida (ca, de
exemplu, M. smegmatis).

FASTPlaque TB (un test comercial bazat pe aceas-
td tehnologie) a fost utilizat in cateva studii compa-
rativ cu diagnosticul bacteriologic clasic (col.
Ziehl-Neelsen/ auramina pentru microscopie-M si
Lowenstein-Jensen pentru C) sia detectat micobac-
teria in 50-65% din cazurile cu sputa negativd in
microscopie, cu o specificitate de 98%, iar la probele
pozitive s-a obtinut o confirmare de 80-90%>"*°.
Testul s-a dovedit a avea si imperfectiuni, unele stu-
dii relatdnd 8% panala 19% rezultate fals pozitive in
conditiile in care prin metodele conventionale (M si
C) specimenele erau negative?’.

Metoda microcoloniei

Metoda microcoloniei sau tehnica de culturd in
strat subtire pe agar reprezinta o metoda veche de
cultivare siidentificare a micobacteriei. Permite detec-
tia rapida a izolatelor prin morfologia caracteristicd a
micobacteriilor in cultura cu costuri mai reduse com-
parativ cu mediul Lowenstein- Jensen. Mediul agar
Thin Layer 7H11 (TL7H11) permite detectia a mai
mult de 60% din probele pozitive in cultura in prime-
le 10 zile si mai mult de 80% din probele pozitive in
primele 14 zile, comparativ cu 10% din probele culti-
vate pe Léwenstein-Jensen?®®4°,

Tehnica de determinare a sensibilitdtii — identificare
microscopicd pe mediu lichid, Microscopic observation
broth-drug susceptibility assay (MODS)

Metoda se bazeaza pe observarea caracteristicilor
de dispunere in benzi serpuitoare (determinata de cord
factor) a M. tuberculosis pe mediu lichid cu ajutorul
unui microscop inversat.

Un studiu comparativ al metodei cu cultivarea cla-
sica pe mediu solid si PCR a relevat o sensibilitate
apropiati cu acestea (93%), iar timpul de desfisurare
este de 9 zile. Metoda a fost propusi ca o metoda rapi-
da, acceptabila din punct de vedere al costului, sensi-
bild si specifici pentru detectia M. tuberculosis si
sensibilitatii la medicamente, adecvati pentru utili-
zarea in tarile in curs de dezvoltare (in mod curent in
tirile din America Latini)?"%¢. O limitare a metodei o
constituie impedimentele legate de procurarea unui
microscop inversat.
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q WHO endorsed tests in
Test family . Sens forH SpecforH Sens forR SpecforR
the family
Rapid 100 100 100 100
cultures Liquid culture and DST (if done an smear+) (if done an smear+) (if done an smear+) (if done an smear+)
Non-commercial rapid
cultures
MODS 94-99 88-99 94-99 95-100
NRA 95-98 99-100 95-98 99-100
Molecular Line probe assays (Hain 76-90 97-100 95-99 97-99
assays Genolype MTBDRplus)
Automated NAAT (Xpert) NA NA 94-99 96-99
[after: Ling D et al. ERJ 2008; Minion Jet al. Lancet Infect Dis 2010; Boehme CC et al.
T NEJM 2010 ; WHO. Policy statement on non-commercial and DST methods, 2010]

| Figura 5. Recomandarea Guidelines for the Programmatic Management of MDR TB pentru testarea sensibilitdtii tulpinilor de M. Tb

Analiza continutului de acid micolic din peretele celular
micobacterian

Micobacteriile prezintd un continut crescut de lipi-
de la nivelul peretelui celular. Aceste lipide includ acizi
micolici si alti acizi nesaturati si saturati. Acizii mico-
lici sunt nesaturati, acizi grasi cu lant lung care pre-
zintd lungimea maxima la genul Micobacterium. Sapte
tipuri de acizi micolici sunt combinati variat in pere-
tele celular al diferitelor specii de Micobacterium (alfa,
alfa’, metoxi, keto, epoxi, wax ester si omega’ metoxi
micolati).

Analiza continutului lipidic al peretelui micobac-
terian a fost utilizatd pretutindeni pentru identifica-
rea micobacteriani. Tehnicile variate se bazeaza pe
partitia fizica a celor doua faze (fixa si mobila) a lipi-
delor prezente in peretele micobacterian®°,

a) Cromatografia in strat subtire (thin layer chroma-
tography-TLC)

TLC utilizeaza o placid de siliciu (fazi fixa) pe a
cirei suprafata acizii micolici extrasi din tulpina mico-
bacteriana sunt separati, ca rezultat al afinitatii dife-
rite pentru solvent (faza mobild), cu progresie prin
capilaritate. O data ce placa a fost colorata, fiecare
specie afiseaza un model particular proportional cu
continutul in acizi micolici care poate fi identificat
prin comparatie cu pattern-uri de referintid. Numarul
mare de specii micobacteriene, deja peste 130, a deter-
minat sciderea substantiala a relevantei TLC in iden-
tificarea micobacteriilor. Cu doar 7 tipuri de acizi
micolici si 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)

In GLC, un gaz (faza mobila) este utilizat pentru
transportul probei printr-un lichid (faza fixa) dispus in
coloana. O dati ce lipidele extrase din tulpina micobac-
teriana au fost injectate, temperatura inalta de operare
(aproximativ 300°C) produce clivajul acizilor micolici in
esteri saturati cu 22, 24 si 26 atomi de carbon. Produsii
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de clivaj se determina prin spectrometrie si produc cu
acizii grasi (ex.: acid tuberculostearic) si alcoolii
pattern-uri compatibile cu anumite specii si care fac
posibila diferentierea acestora.

Principala problema ce priveste GLC este reprezen-
tata de limitele de reproductibilitate intre laboratoare
si ineficienta in discriminarea unui numdir mare de
specii de Micobacterium.

¢) Cromatografia lichidd de inaltd performantd (HPLC)

HPLC utilizeza presiunea inaltd pentru a transpor-
ta un lichid (faza mobili) care contine produsul extras
prin faza fixd prezentd sub forma unei coloane.
Variatele tipuri de acizi micolici, anterior saponificati,
dehidrolizati (rezultand bromofenacil esteri), separati
in coloane, sunt indepartati prin spilare cu ajutorul
unui solvent la intervale diferite de timp.

Pe baza absortiei UV individuale, detectorul sepa-
rd fractiunile unice sub forma unor peak-uri dispuse
intr-un profil. Profilul fiecadrei specii este diferit,
rezultdnd astfel identificarea unor specii cu profilul
respectiv cunoscut. Un sistem de detectie bazat pe
fluorescenta poate fi folosit si este mult mai sensibil
decéat sistemul bazat pe ultraviolete.

Ghidul OMS pentru managementul MDR TB (2011)
- Guidelines for the Programmatic Management of
MDR TB (update 2011) - mentioneaza ca efectuarea
testarii sensibilitatii tulpinilor de M. Tuberculosis ina-
intea inceperii tratamentului, utilizand tehnicile rapi-
de pentru INH si RMP, sau cel putin pentru RMP, este
cea mai buna strategie pentru a preveni tratamentele
inadecvate pani la obtinerea ABG clasice, prevenind
rispandirea tulpinilor rezistente (figura 5). Aceasta
strategie si-a dovedit eficienta si in populatiile unde
existd un nivel scazut al rezistentelor la pacientii TB,
26,36,43

Este mentionat insa si riscul rezultatelor fals pozi-
tive, ceea ce poate conduce la irosirea unor resurse
(avand in vedere costul medicatiei) si toxicitatea cres-
cuta a unui tratament de linia a doua. De aceea, se
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recomanda confirmarea si 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 cit mai fidel spectrului de
sensibilitate al tulpinii rezistente (reducand astfel si
riscul de dezvoltare a rezistentei suplimentare la alte

REVISTA SOCIETATII ROMANE DE PNEUMOLOGIE

droguri) siin controlul raspandirii acestor tulpini.

Metodele genetice de diagnostic, aprobate si recoman-
date de OMS, pot reduce timpul de diagnostic al cazului
de TB si, foarte important, al cazului de MDR TB pina
la 24-48 de ore. Nu inlocuiesc metodele actuale standar-
dizate de diagnostic si al profilului de rezistenti, dar le
completeaza in cazuri selectionate!®*:. W
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