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Introducere

Tuberculoza (TB) ramane in continuare o problema
importantd de sinitate publicid. La nivel mondial, in
2012, O.M.S. (Organizatia Mondiali a Sanatatii) estima
aparitia anuali a 8,6 milioane de cazuri noi de tubercu-
loza si a 1,4 milioane de decese prin TB (echivaliand cu
3.800 de decese pe zi)*.

In prezent, o treime din populatia globului este infec-
tata cu Mycobacterium tuberculosis. In Romania, aproxi-
mativ 13.000 de persoane se imbolnivesc de TB, 1.200
decedind din cauza acestei boli. Incidenta globala a TB
(cazuri noi si recidive) este cea mai crescutd din UE
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Diagnostic conventional si

molecular la un esantion
de pacienti cu TB-DR

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
rpoBMUTT and MUT2A are 12.5%, and 15% respectively.

For high resistance to INH, the most common is MUTT for katG
95% and for low resistance to INH MUTT 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

Pe plan global, desi a scazut incidenta tuberculozei
sensibile, creste numdrul de cazuri cu tuberculozd drog-
rezistentd. Diagnosticul bacteriologic rapid genetic si
fenotipic devine esential pentru controlul endemiei.
Rezistenta apare ca expresie fenotipicd a mutatiilor

din genomul M. tuberculosis. Mutatiile care apar sunt:
pentru Rifampicind in regiunea rpoB, pentru Izoniazidd
-in regiunea katG si inhA, pentru Etambutol - embB,
Quinolona - gyrA, Aminoglicozide si Peptide ciclice - rrs.
Pentru a urmdri concordanta rezultatelor la antibiogramd
prin metoda fenotipicd si geneticd, s-a luat in calcul

un esantion de 40 de pacienti cu TB-DR. S-a efectuat
antibiogramd fenotipica pe mediul Lowenstein-Jensen.
Tulpinile au fost testate si genetic indirect, Genotype MTBDR
plus pentru H, R si Genotype MTBDRs! pentru linia a doua.
Concordanta dintre metoda geneticd si metoda

fenotipicd este de 95%. Un procent de 5% dintre

pacienti au diferite sensibilitati la Izoniazidd si
Rifampicind, dar fenotipic sunt rezistenti, ceea ce

poate insemna cd au alte mutatii nedectate de strip.

Cea mai frecventd mutatie in cadrul rpoB este Mut 3, cu
un procent de 52% si cu absenta benzii W8. In cadrul rpoB
Mut 1 si Mut 2A sunt in procent de 12,5% si respectiv 15%.
Pentru rezistenta inaltd la Izoniazidd, cea mai frecventd
este Mut1 pentru katG - 95%, iar pentru rezistenta

scazutd la Izoniazidd, Mut 1 din domeniul inhA - 30%.
Pentru linia a doua, cele mai multe neconcordante

intre metoda geneticd si cea fenotipicd sunt la

Etambutol - 30%, genetic tulpinile neprezentdind

nici o mutatie in domeniul embB, dar fenotipic fiind
rezistente. Pentru Ofl, K, AMK si Cap, concordanta intre
cele doud metode este de 100% la tulpinile testate.

In concluzie, metodele genetice sunt metode

cu sensibilitate si specificitate mare, rapide,

care scurteazd mult timpul de diagnostic.

Cuvinte-cheie: Mycobacterium tuberculosis, tuberculoza
drog-rezistentd, antibiograma fenotipicd, line probe assay

(Uniunea Europeani) si una din cele mai mari din
Regiunea Europa O.M.S. (Roménia ocupand locul VI,
dupa Kazahstan, Republica Moldova, Georgia, Kirgistan
si Tadijkistan - Figura 1)*.

Schimbarile importante care au avut loc in istoria
naturald a TB au un impact major in epidemiologia TB-DR
(tuberculoza drog-rezistentd). Incidenta in crestere a
tulpinilor de Mycobacterium tuberculosis (M. tb) rezistente
la cele mai eficiente medicamente anti-TB reprezinta un
factor major care contribuie la evolutia epidemiei?®.

Rezistenta M. tb este cauzata de mutatiile cromozo-
miale care codificd tinta drogurilor. Multidrog-
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rezistenta apare din cauza acumularii secventiale de
mutatii in genele-tinta, ceea ce face ca tratamentul si
fie mult mai dificil. S-a observat ca sensibilitatea tul-
pinilor de M. tb, izolate de la pacienti cu caz nou, este
in proportie de 44,2% fata de tulpinile selectate de la
pacienti cu retratamente, care se situeazi la 17,8%.
Frecventa tulpinilor MDR selectate de la pacientii cu
caz nou este in proportie de 35,3%, fata de cele selectate
de la pacientii cu retratamente - 76,5%. Sensibilitatea
tulpinilor scade dramatic in cazul pacientilor cu retra-
tamente? (Figura 2).
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Caraspuns la aceastd problema alarmant, s-au dez-
voltat diverse tehnici rapide de diagnostic care dau
informatii atat in legitura cu apartenenta tulpinii la
complexul tuberculosis, cat si in legatura cu prezenta
mutatiilor de rezistenta.

In cadrul Laboratorului National de Referinta (LNR)
Bucuresti am evaluat concordanta rezultatelor intre metoda
genetica® si metoda fenotipici®. Am testat tulpinile izolate
delaunnumar de 40 de pacienti MDR (multidrog-rezistenti)
inclusi in tratament GLC (Green Light Commity); metoda
genetica utilizata a fost LPA (Line probe assay) HAIN.
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Datele din literatura arata ca, din punct de vedere al
pentru RMP (R1famp1c1na), sensibilitatea este 98,1%, iar
specificitatea 98,7%, respectiv HIN (Izoniazida) sensibili-
tatea este 84,3%, iar specificitatea 99,5%>€.

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

Obiectiv

Studiul actual isi propune prezentarea rezultatelor
obtinute la testarea genetica LPA, comparativ cu testa-
rea fenotipica a aceluiasi lot de tulpini.

Ipoteza de studiu

Rezultatele obtinute la antibiograma fenotipica pe
mediu solid si cele obtinute prin testarea tulpinilor prin
metoda genetica sunt valide si de incredere.

Scop

Stabilirea concordantei dintre rezultatele obtinute
in Laboratorul National de Referinta Bucuresti si
Laboratorul Centrului de Excelentd MDR Bisericani prin
testare fenotipica si rezultatele obtinute prin testare
genotipicd in LNR Bucuresti.

Considerente etice

Tulpinile selectate pentru testare au provenit de la
pacienti din cele doud centre, MDR Bucuresti si
Bisericani. Rezultatele obtinute la testarea geneticd au
fost folosite pentru analiza comparativa cu rezultatele
fenotipice obtinute in cele doua laboratoare.

Material si metoda

Studiul a fost de tip retrospectiv.

Au fost selectate pentru studiu un numir de 40 de
tulpini de M. tuberculosis care au fost testate genetic.
Tulpinile testate au fost izolate pe medii de cultura
Lowenstein-Jensen (L-J), respectind procedura de lucru
si toate masurile de biosiguranta. Au fost pastrate in
laboratoarele de referinta in api glicerinatd 5% in con-
gelator (la -20°C) si au fost recultivate in laboratorul de
origine pe mediu L-J si trimise in LNR*! in vederea
efectudrii extractiei de ADN mycobacterian pentru tes-
tarea genetica®%®.

Initial, toate tulpinile au fost testate fenotipic*?
Cele doui laboratoare participa la scheme de control
extern de calitate, LNR din Bucuresti avind ca SRNL
(Laborator Supranational de Referinti) laboratorul de
la Stockholm.

Tulpinile au fost trimise in conditii de biosiguranta®*?,
insotite de un tabel cu rezultatele obtinute la testarea
fenotipica. Metoda utilizatd pentru testarea fenotipica
a fost metoda proportiilor, tehnica indirectd. Trusa de
testare are in compozitie doua tuburi martor si cite un
tub pentru HIN 0,2 pg/ml; RMP 40 pg/ml; EMB 2 pg/
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ml; KAN(Kanamicina) 30 pg/ml; OFL 2 pg/ml; CAP 40;
pg/ml; AMK 30 pg/ml.

Tulpinile au fost testate genetic prin metoda LPA (line
probe assay) si s-au utilizat truse GenoType MTBDR plus
(HAIN Lifescience, GmbH, Nehren, Germania) care detec-
teazd mutatiile comune din gena rpoB, din genele katG
si inhA (raspunzitoare de rezistenta pentru RMP si
HIN) si apartenenta tulpiniila complexul M. tb. Pentru
tuberculostatice de linia a doua si Etambutol s-au utili-
zat truse GenoType MTBDRsI (HAIN Lifescience, GmbH,
Nehren, Germania) care evidentiazd mutatiile din gene-
le embB, rrs si gyrA (rezistenta pentru EMB, AMK, KAN,
CAP, OFL)".

Ca principiu, testarea LPA urmadareste patru etape
mari: extractia de ADN, amplificarea ADN, hibridizarea
ADN, urmata de documentarea testului si interpretarea
rezultatelor (Figura 3). Cantitatea de ADN utilizati pen-
tru amplificare a fost de 5 pl>”. Pentru validarea testului
s-au utilizat martor negativ si pentru martorul pozitiv
tulpina de referinta H37Ra (ATCC 25177).

Variabilele studiate: sunt categoriale, dihotomice
(sensibil sau rezistent). Mutatie detectatid/ nedetectata.

Analiza statistica

Metoda statistica folosita a fost de comparare a
rezultatelor. S-au calculat procentele de concordanta si
coeficientul de concordanta kappa intre cele doua meto-
de pentru lotul studiat. Nu se pot calcula specificitatea
sipredictia sensibilitatii, deoarece tulpinile studiate au
fost doar tulpini cu rezistenta cunoscuti MDR.
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Rezultate si discutii

La testarea fenotipica, toate tulpinile au avut rezistenta
HIN si RMP. Genetic pentru testarea sensibilitatii la HIN,
o tulpina nu a avut nici o mutatie in regiunile inh A si katG,
dar fenotipic a fost rezistentd, stiut fiind ca baza molecu-
lari a rezistentei la HIN implici o varietate de cauze cum
ar fi insertii, deletii si mutatii punctiforme.

Pentru testarea sensibiltitii la RMP, doua dintre tul-
pini nu au prezentat nici o mutatie in regiunea rpoB,
fenotipic fiind rezistente, ceea ce poate semnifica
existenta altor mutatii compensatorii in domeniile
rpoA/rpoC, mutatii care nu se gasesc pe stripul testului
din trusa GenoType MTBDR plus'**®.

In cadrul rpoB, cea mai frecventa mutatie este Mut
3-52%, insotita de absenta benzii W8, Mut 1- 12,5% si
Mut 2A-10% (Figura 4).

Pentru rezistenta inalta la Izoniazida in domeniul
katG, cea mai frecventa este Mutl - 95 % (Figura 5).

Pentru rezistenta scazuti la Izoniazida inhA, cea mai
frecventd este Mut - 30% (Figura 6).

Concordanta intre cele
pentru HIN si RMP

Rezultatele obtinute prin cele doud metode fenotipic
si genetic se suprapun in proportie de >=95%. Este con-

doud metode
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siderata ca referinta testarea fenotipica a carei sensibi-
litate de detectie a populatiei rezistente este de 1%, fata
de cea geneticd, a carei putere de discriminare a aceleiasi
populatii este de 5% .

Un procent de 2,5% din tulpinile testate pentru HIN
nu au prezentat nici o mutatie in regiunea katG si inhA,
dar fenotipic au fost rezistente. Concordanta intre cele
doua metode a fost de 97,5%, cu k=0,975.

Pentru RMP, procentul de concordanta este de 95%,
cu un k=0,950. In timpul cultivarii se pot selecta toate
variantele de mutatii spontane, ceea ce face ca antibio-
grama fenotipica la o tulpina cu multe pasaje sa fie fals
rezistentad. De asemenea, in cazul tulpinilor heterorezis-
tente, populatia sensibild este inlocuita in timp de cea
rezistenta. In cazul infectiilor cu tulpini mixte (populatie
mixtd rezistenta si sensibild care genetic inseamna
prezenta a doua tulpini diferite), detectia rezistentei
depinde de mutatii, anumite mutatii fiind detectate doar
daci toatd populatia bacilara este rezistenta (Figura 7).

In cazul analizarii rezultatelor obtinute la testarea
drogurilor de linia a doua si a EMB, concordanta cea mai
mica intre cele doua metode utilizate a fost pentru EMB
- 70% si k=0,675, confirmand sensibilitatea scazuta a
metodei genetice pentru acest drog.
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Pentru AMK si CAP, rezultatele au fost superpozabile
100%, cu k=1 pentru cele doui metode utilizate. La
fluoroquinolone, concordanta a fost de 95%, k=0,925,
iar pentru KAN - 94,9%, cu k=0,949 (Figurile 8 si 9).

Concluzii

Care metodi este mai potrivita pentru a obtine un
raspuns rapid, real, concludent si semnificativ clinic?
s,Standardul de aur” pentru o metoda de testare este
reprezentat de detectia unui procent cat mai mic de
bacili rezistenti prezenti intr-o tulpini. Metodele gene-
tice sinoile tehnologii sunt potrivite pentru screening-
ul MDR-TB si reduc mult timpul de diagnostic,
completind “standardul de aur” reprezentat de testarea
fenotipica (cultura in mediu lichid).

Testarea geneticid ne permite abordarea precoce a
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pacientului cu tuberculoza, certificarea diagnosticului
de tuberculoza, cu evidentierea spectrului de chimio-
sensibilitate, ceea ce permite administrarea de trata-
ment tintit cu droguri eficiente si cu o rata crescuta de
negativare si vindecare.

Esecul terapeutic este datorat atdt mecanismului de
rezistentd, care este un fenomen fenotipic datorat
mutatiilor, cit si mecanismului de persistenta, fenomen
genotipic datorat mutatiilor, tratamentul fiind activ
doar asupra bacililor aflati in multiplicare.

Ideal este sa utilizam metoda care sa detecteze o
proportie cit mai micd din populatia bacilara drog-
rezistenta. Optimizarea regimurilor terapeutice, impre-
una cu diagnosticul rapid si testarea sensibilitatii
pentru liniile 1 si 2 de tratament imbunatitesc mult
rezultatul clinic. W

Vol. 63, Nr. 3, 2014
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