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Rezumat
Receptorii Toll-like recunosc structurile moleculare legate de agentul patogen a micobacterii și, astfel, joacă un rol 

important în protecţia organismului faţă de infecţia tuberculoasă. Scopul acestei lucrări a fost studierea asocierii polimor-
fismelor TLR2 (-196 până la -174 ins / del, rs111200466) și TLR9 (1174 C / T, rs352139) cu tuberculoza pulmonară (TB) 
în populația Republicii Moldova.

Materiale și metode: În studiul au fost incluși 279 de pacienți cu TB confirmată bacteriologic; grupul de control a 
fost format din 261 de persoane clinic sănătoase din focarele de tuberculoză. Genotizarea polimorfismului TLR2 (-196 to 
-174 ins / del, rs111200466) a fost realizată prin reacția de polimerizare în lanț (PCR) și electroforeză în gel; Polimorfis-
mul TLR9 (1174 C / T, rs352139) a fost determinat prin spectrometrie de masă MALDI-TOFF. Prezența asociației a fost 
determinată prin metoda regresiei logistice.

Rezultate: S-a determinat o asociere statistic semnificativă a polimorfismului TLR9 (1174 C / T, rs352139) cu TB 
pulmonară în cazul codominant (OR = 0,59; CI = 0,38-0,90; P = 0,008), dominant (OR = 0,55; CI = 0,36-0,82; P = 0,0034) 
și modelul de moștenire log-aditiv (OR = 0,65; CI = 0,49-0,86; P = 0,0024). Nici o asociere nu a fost determinată între 
polimorfismul TLR2 (-196 până la -174 ins / del, rs111200466) și TB pulmonară.

Concluzie: Polimorfismul TLR9 (1174 C / T, rs352139) poate influența riscul de dezvoltare a tuberculozei pulmonare 
la populația Republicii Moldova.

Cuvinte-cheie: Toll-like receptori, TLR2, TLR9, polimorfism genetic, tuberculoză pulmonară, analiza cos-control

Summary. Analysis of the association of polymorphisms TLR2 (-196 to -174 ins / del) and TLR9 (1174 C / T) 
with pulmonary tuberculosis in the population of the Republic of Moldova

Toll-like receptors recognize the molecular structures linked to the mycobacterial pathogen and thus play an impor-
tant role in protecting the body from tuberculosis. The purpose of this work was to study the association of TLR2 poly-
morphisms (-196 to -174 ins / del, rs111200466) and TLR9 (1174 C / T, rs352139) with pulmonary tuberculosis (TB) at 
the population of the Republic of Moldova. 

Materials and methods: 279 patients with bacteriologically confirmed TB were included in the study; the control 
group consisted of 261 clinically healthy persons from tuberculosis outbreaks. Genotyping of TLR2 polymorphism (-196 
to -174 ins / del, rs111200466) was performed by chain polymerization (PCR) reaction and gel electrophoresis; TLR9 pol-
ymorphism (1174 C / T, rs352139) was determined by MALDI-TOFF mass spectrometry. The presence of the association 
was determined by the logistic regression method. 

Results: It was determined a statistically significant association of TLR9 polymorphism (1174 C / T, rs352139) with 
pulmonary TB in the co-dominant case (OR = 0.59; CI = 0.38-0.90; P = 0.008), dominant (OR = 0,55; CI = 0.36-0.82; P = 
0.0034), and the log-additive inheritance model (OR = 0.65; CI = 0.49-0.86; P = 0.0024). No association was determined 
between TLR2 polymorphism (-196 to -174 ins / del, rs111200466) and pulmonary TB. 

Conclusion: TLR9 polymorphism (1174 C / T, rs352139) can influence the risk of developing pulmonary tuberculosis 
at the population of the Republic of Moldova.  

Key-words: Toll-like receptors, TLR2, TLR9, polymorphism, pulmonary tuberculosis, case-control analysis 

Резюме. Анализ ассоциации полиморфизмов TLR2 (-196 to -174 ins / del) и TLR9 (1174 С/Т) с легочным 
туберкулезом в популяции Республики Молдова

Цель исследования: Tоль-подобные рецепторы распознают патоген-связанные молекулярные структуры ми-
кобактерий и, таким образом, играет важную роль в противотуберкулезной защите организма. Целью настоящей 
работы явилось изучение ассоциации полиморфизмов TLR2 (-196 to -174 ins/del, rs111200466) и TLR9 (1174 С/Т, 
rs352139) с туберкулезом легких (ТБ) в популяции Республики Молдова.

Материалы и методы: В исследовании приняли участие 279 пациентов с бактериологически-подтвержден-
ным ТБ; контрольную группу составили  261 клинически здоровых лиц из эпидемических очагов. Генотипирова-
ние полиморфизма TLR2 (-196 to -174 ins/del, rs111200466) проводилось методом полимеразной цепной реакции 
(ПЦР) и гель-электрофореза; полиморфизм TLR9 (1174 С/Т, rs352139) выявлялся методом масс-спектрометрии 
MALDI-TOFF. Ассоциации оценивались методом логистической регрессии.

Результаты: Выявлена статистически значимая ассоциация полиморфизма TLR9 (1174 С/Т, rs352139) с ТБ 
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легких в случае ко-доминантной (OR = 0,59; CI = 0,38-0,90; P = 0,008), доминантной (OR = 0,55; CI = 0,36-0,82; P 
= 0,0034) и лог-аддитивной (OR = 0,65; CI = 0,49-0,86; P = 0,0024) моделей наследования. Связи между полимор-
физмом TLR2 (-196 to -174 ins/del, rs111200466) и ТБ легких обнаружено не было.

Заключение: Полиморфизм TLR9 (1174 С/Т, rs352139) может влиять на риск ТБ легких в популяции Респу-
блики Молдовы.

Ключевые слова: Tоль-подобные рецепторы, ген TLR2, ген TLR9, генетический полиморфизм, туберкулез 
легких, анализ случай-контроль

Introducere
Mycobacterium tuberculosis (M. tuberculosis) 

este un factor cheie în etiologia tuberculozei (TB). 
Rezultatul și evoluția infecției depind de sistemul 
imun al macroorganismului. Doar 5-10% dintre per-
soanele infectate prezintă boală activă [8]. Deși me-
canismul acestei selectivități nu este în întregime clar, 
cercetările indică la rolul principal al factorilor gene-
tici în dezvoltarea predispunerii la tuberculoză [10], 
[17], [5].

Interacțiunea dintre M. tuberculosis și patogenul 
este inițiată după ce bacteriile sunt recunoscute de o 
varietate de receptori moleculari de la suprafața și din 
interiorul celulelor sistemului imun. Acestea includ 
receptorii Toll-like (TLRs) [2]. În prezent, la om au 
fost descrise 11 tipuri de TLRs, care diferă în ceea ce 
privește localizarea lor și specificul antigenic [6].

TLR9 este localizat pe membranele endozomilor 
intracelulari și recunoaște CpG-motive pe ADN-ul 
bacterian. TLR2 este o proteină membranară externă 
care recunoaște componentele lipopolisacaride și gli-
coproteine ale bacteriilor. S-a determinat că șoarecii 
cu o dublă depleție a genelor TLR2 și TLR9 (TLR2/9 
- / -) au avut o sensibilitate crescută la infecția cu M. 
tuberculosis și au prezentat o deficiență de citokine 
a răspunsului inflamator precoce [1]. Polimorfismul 
genelor care codifică receptorii de tip Toll pot afec-
ta nivelul lor de expresie sau capacitatea lor de a re-
cunoaște un patogen [11]. O serie de studii notează 
asocierea polimorfismelor ereditare în genele TLR2 și 
TLR9 cu TB [7], [16], [16], [3], [14].

În acest studiu, s-a efectuat o analiză genetică aso-
ciativă între polimorfismul de depleție a genei TLR2 
(-196 până la -174 ins / del, rs111200466) și polimor-
fismul uninucleotidic TLR9 (1174 C / T, rs352139) cu 
TB pulmonară în populația Republicii Moldova.

Materiale și metode
Eșantioane
Acest studiu a fost aprobat de Comitetul de eti-

că al Institutului de Ftiopneumologie „Chiril Draga-
niuc” (Republica Moldova) și a respectat principiile 
Declarației de la Helsinki. Participanții în studiu au 
oferit consimțământ informat scris pentru participa-
rea lor în studiu. Grupul de bază a fost format din 279 
de pacienți fără legătură de rudenie (122 de femei și 

157 de bărbați; vârsta medie la recrutare = 40,7 ± 12,7 
ani; vârsta medie la diagnostic = 39,1 ± 12,2 ani) cu 
tuberculoză pulmonară infiltrativă. Diagnosticul s-a 
bazat pe simptome clinice și schimbări la examenul 
radiologic al toracicelui urmat de confirmarea prin 
examen bacteriologic. Au fost excluși din studiu paci-
enții cunoscuți fiind cu imunodeficiență (de exemplu, 
din cauza infecției cu HIV, diabet, cancer sau terapie 
imunosupresivă administrată). Toți pacienții aveau 
origine europeană și predominant moldovenească 
(91,5%). Grupul de control a cuprins 261 de persoa-
ne sănătoase fără relații de rudenie și conform etniei: 
moldoveni, 87% (157 de femei și 104 bărbați; vârsta 
medie la recrutare = 47,6 ± 14,1 ani), care locuiau în 
focarele de tuberculoză. Din grupul de control au fost 
excluși dacă aveau antecedente de tratament anti-tu-
berculos anterior, semne sau simptome care sugerea-
ză TB activă și/sau prezentau infiltrate pe radiografia 
toracică.

Probele de sânge venos (anticoagulant EDTA 
adăugat) au fost colectate de la toți participanții în 
studiu, iar ADN-ul genomic a fost extras din leucoci-
tele din sângele periferic folosind o metodă standard 
de salinizare. Toți participanții la studiu au fost vac-
cinați BCG.

Genotiparea
Genotiparea TLR2 (-196 până la -174 ins/del, 

rs111200466) a fost realizată în Laboratorul Geneti-
că Umană, Institutul de Ftiziopenumologie  „Chiril 
Draganiuc” prin intermediul reacției de polimerizare 
în lanţ (PCR) conform protocolului publicat [12]. В 
кратце, primerii pentru polimorfismul TLR2 (-196 
până la -174 ins/del) au fost: R: 5ˈ-CTGGGCCGT-
GCAAAGAAG и F: 3ˈ- CACGGAGGCAGCGA-
GAAA. Reacţia PCR a fost realizată folosind amp-
lificatorul BioRad (T100 Thermal Cycler) pentru un 
volum de 20 µl ce conţinea 2 µl 10 x PCR bufer с 
(NH4)2SO4), и 25 mM MgCl2, 2 µl dNTP (câte 0,2 
mM de dATP, dTTP, dCTP, dGTP), 1 µl de fiecare 
primer (100 pmol/µl), 0,12 µl Taq polimeraza (5 uni-
tăţi/µl), 11,3 µl H2O şi 1,0 µl ADN genomic. În urma 
primului pas de denaturare (95°, 5 min) au urmat 30 
cicluri cu 95° - 30 sec, 63° - 40 sec, 72° - 40 sec şi 
elongarea finală timp de 7 min la 72°, iar fragmentele 
rezultate în urma amplificării au fost analizate în gel 
de agaroză de 2% cu bromură de etidium. Pentru ana-
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liza rezultatelor electroforezei, în cazul genotipării 
genei, s-a folosit markerul de referinţă „50 pb Ladder 
DNA marker”.

Genotiparea TLR9 (1174G/A, rs352139) s-a 
efectuat prin metoda spectrometrie de masă MAL-
DI-TOFF în Centrul de Cercetare a Mediului și Sănă-
tății de Helmholtz și în Munchen, Germania. Praime-
rii au fost proiectați folosind Assay Design Suite v2.0 
(https://agenacx.com).

Procesarea statistică
Controlul de repartizare a genotipurilor în lotul 

de control la corespunderea echilibrului Hardy-We-
inberg (HWE) s-a efectuat prin aplicarea criteriului 
χ2 . Compararea frecvenței genotipurilor între grupe-
le pacienți și sănătoși s-a efectuat cu ajutorul regre-
siei logistice, ținând cont de factorii potențiali care 
pot influența (confounding), cum ar fi vârsta și ge-
nul. Analiza a fost realizată pentru cazuri de modele 
dominante, recesive, co-dominante, log-aditive și su-
per-dominante ale moștenirii polimorfismelor. Anali-
za statistică a datelor s-a efectuat cu ajutorul progra-
melor SISA și SNPstat. 

Rezultate
Rezultatele analizei polimorfismelor TLR2 (-196 

până la -174 ins / del, rs111200466) și TLR9 (1174G 
/ A, rs352139) și asociațiilor lor cu TB pulmonară 
sunt prezentate în tabelul 1. Valorile de frecvență ale 
alelelor celor două polimorfisme sunt în intervalul de 
variație al polimorfismelor respective observate la 
populațiile europene. Distribuțiile observate ale ge-
notipurilor ambelor loci corespund cu cele așteptate, 
conform legii de echilibru Hardy-Weinberg în grupu-
rile de pacienți și persoane sănătoase.

Analiza nu a evidențiat diferențe semnificative 
a polimorfismului TLR2 (-196 până la -174 ins/del, 
rs111200466) între grupurile de pacienți și persoane-
le sănătoase, fiind luate în considerare toate tipurile 
de moștenire. Asocierea polimorfismului TLR2 (-196 
pînă la -174 ins/del, rs111200466) cu tuberculoza nu 
a fost confirmată în subgrupele de bărbați și femei și 
la compararea indivizilor sănătoși cu două subgrupe 
de pacienți: tineri și vârstnici.

S-a constatat că polimorfismul TLR9 (1174 C / 
T, rs352139) este asociat semnificativ cu TB în cazul 
modelelor de moștenire co-dominante, dominante și 
log-aditive. În special, frecvențele alelei T și genoti-
pului TT au fost semnificativ mai înalte în grupul de 
persoane sănătoase decât în grupul de pacienți.

Receptorii de tip Toll - TLR2 și TLR9 joacă un 
rol important în susceptibilitatea la TB. Polimorfis-
mul TLR9 (1174 C / T, rs352139), situat în primul 
intron al TLR9, a arătat o asociere semnificativă cu 

TB în acest studiu, cu alelă T minoră conferind pro-
tecție împotriva tuberculozei. Interesant, aceeași alelă 
a fost asociată semnificativ cu riscul de TB redus la 
femeile indoneziene, anterior [7], în timp ce o asoci-
ere în direcție opusă (efect de risc) a fost observată la 
un grup de femei indigene din Mexic [15]. În plus, un 
efect puternic de protecție a alelei T a fost observat la 
afro-americani, dar nu și la americanii europeni și la 
pacienții africani din Guineea-Bissau [16]. Astfel de 
rezultate diverse ar putea fi explicate prin implicarea 
și interacțiunea altor factori genetici și de mediu, cum 
ar fi etnia, mediul genetic, istoricul vaccinarea și ca-
racteristicile bacteriene ale tulpinilor M. tuberculosis. 
Funcțional (din punct de vedere al geneticii funcți-
onale), s-a constatat, că acest polimorfism afectează 
transcripția genică, astfel încât alela T a fost asociată 
cu expresia crescută a TLR9 [13]. Mecanismul acestei 
reglări rămâne neclar și varianta intronică rs352139 
poate afecta direct transcripția genei sau poate fi le-
gată de o altă variantă funcțională încă de identificat, 
deoarece există un dezechilibru semnificativ de legă-
tură cu alte SNP (cu alte polimorfisme) din această 
regiune.

O serie de studii genetice și epidemiologice ante-
rioare au demonstrat asocierea polimorfismului TLR2 
(-196 pînă la -174 ins / del, rs111200466) cu riscul de 
a dezvolta tuberculoza [16], [3], [14]. Cu toate aces-
tea, alte studii, inclusiv ale noastre, nu au dezvăluit o 
astfel de legătură [9], [4]. Contradicțiile observate pot 
fi explicate din punctul de vedere al diferențelor inter-
populare dintre factorii genetici și mediu. Unul dintre 
motivele lipsei de asociere este probabil o dimensiu-
ne mică a eșantionului, a cărei putere nu ne-a permis 
să detectăm diferențe semnificative în frecvențele ge-
notipurilor și alelelor între grupurile comparate.

Concluzii
Rezultatele studiului indică contribuția polimor-

fismului TLR9 (1174 C / T, rs352139) în dezvoltarea 
tuberculozei pulmonare la populația Republicii Mol-
dova. Polimorfismul TLR2 (-196 pînă la -174 ins / 
del, rs111200466) nu este asociat cu TB pulmonară la 
populația Republicii Moldova. Studii suplimentare pe 
eșantioane independente sunt necesare pentru a con-
firma rezultatele obținute.
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