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Rezumat

Ajustarea concentratiilor minime inhibitorii pentru preparatele antituberculoase utilizate in metodele de cultura cla-
sice si obtinerea unor date mai exacte despre nivelul de rezistenta la medicamente, face posibila evaluarea cazurilor cu
rezultate diferite la metodele fenotipice si genice de testare a rezistentei antituberculoase. Evaluarea diferitor tipuri de
rezistentd genicd, cu descrierea mutatiilor care confera rezistenta joasa sau naltd, este in coerenta nivelul de rezistenta
fenotipica, si de asemenea face posibild ajustarea schemelor de tratament, care la randul lor influenteaza pozitiv la durata
si rezultatele tratamentului. Ori de cate ori testarea rezistentei M. tuberculosis prin metode moleculare permite, rezultatele
trebuie sa fie raportate cu mutatiile specifice detectate si cu descrierea implicatiilor clinice ale prezentei mutatiei.

Summary. Levels of phenotypic resistance and the pattern of gene mutations of M. tuberculosis

The adjustment of the minimum inhibitory concentrations for anti-tuberculosis drugs used in classical cultivation
methods and the obtaining of more accurate data on the level of drug resistance, makes it possible to evaluate cases with
different results to phenotypic and genotypic methods of anti-tuberculosis resistance testing. The evaluation of different
types of genotypic resistance, with the description of mutations that confer low or high resistance, is consistent with the
level of phenotypic resistance, and also makes it possible to adjust treatment regimens, which ultimately will positively
influence the duration and results of treatment. Whenever testing of M. tuberculosis resistance by molecular methods
allows, the results should be reported with the specific mutations detected and the description of the clinical implications
of this mutation.

Key-words: Mycobacterium tuberculosis, drug susceptibility testing, molecular-genetic methods
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Pe3iome. YpoBeHb (PeHOTHITMYECKOI YCTOWYMBOCTH H THII FTeHHBIX MyTauuii y M. tuberculosis

PerynupoBka MUHUMAJIbHBIX HHTHOUPYIONIMX KOHIICHTPAIMI MPOTUBOTYOEPKYIIE3HBIX MPENApaToB, UCTIOIb3YEMbIX
B KJIACCHUYECKUX METO/AX KYIGTUBUPOBAHUS, U MOJyUYEHHE 00Jiee TOYHBIX JAHHBIX 00 YPOBHE JIEKAPCTBECHHON YCTONYH-
BOCTH, TIO3BOJISIET OIIEHUBATH CIIyYad ¢ Pa3HBIMU PE3yJIbTaTaMi (PEHOTUITMYECKUX U TEHOTHITHYECKUX METOI0B IPOTHBO-
TyOCpKYJIe3HOH YCTOHYUBOCTH.

OrieHKa pa3IMYHbIX THIIOB TCHOTUITMYECKON YCTOWYHUBOCTH C OMMCAHUEM MYTAllUi, MPUIAIONIMX HU3KYIO WU BbI-
COKYIO0 YCTOHYHBOCTH, COMNIACYETCS C YPOBHEM (DEHOTHUITHUYECKOW YCTOMUMBOCTH, a TAKXKE TMO3BOJISIET KOPPEKTUPOBATH
CXEMBI JICUCHHUSI, YTO B KOHEYHOM HTOTE MOJIOKHUTEIHLHO BIAMSET HAa MPOJOJKUTEIBHOCTD M PE3yNIbTaThl jJedeHnue. Eciu
MO3BOJISIET TECTUPOBAHUE YCTOWUUBOCTH M. tuberculosis MONEKYISIPHBIMH METOIAMH, PE3YJIBTAThI JOJKHBI OBITH CO-
OOIIEHBI C YKa3aHUEM KOHKPETHBIX 0OHAPYKEHHBIX MYTAIMH M OMTUCAHUEM KIMHUYECKHUX MOCIIEACTBHUI 3TOU MyTAIUH.

KumoueBnlie ciioBa: Mycobacterium tuberculosis, onpeneneHue JICKapCTBEHHOI yCTOHYMBOCTH

Introducere. Cresterea numarului cazurilor de
tuberculoza multirezistenta (MDR-TB) si esecurile
terapeutice in tratamentul acestor forme de TB, im-
pune necesitatea optimizarii testelor de sensibilitate
si reducerii deceselor pacientilor cu aceste forme de
tuberculoza. Tratamentul pacientilor cu tuberculoza
rezistentd la medicamente ar trebui sd se bazeze pe
masuri fiabile si cantitative ale testelor de sensibilita-
te, care au un rol primordial pentru prevenirea ampli-
ficarii In continuare a rezistentei si pentru exploatarea
optima a preparatelor disponibile (1, 2, 3).

La etapa actuald, depistarea cazurilor de TB rezis-
tenta si in special a celor cu rezistenta extinsa, tot mai
frecvent sunt grevate de mai multe dificultati, influ-
entate de variabilitatea agentului patogen. Diagnos-
ticarea cu intarziere sau incorectd a cazurilor de TB
rezistenta, desi sunt aplicate metode sofisticate de tes-
tare a rezistentei, poate influenta negativ rezultatele
tratamentului pacientilor, care in consecintd va duce
la transmiterea infectiei tuberculoase rezistente in so-
cietate. In ultimii ani metodele rapide de diagnostic a
rezistentei la medicamentele antituberculoase au fost
studiate si dezvoltate foarte aprofundat. Au fost ela-
borate si implementate metode rapide noi, moleculare
pentru testarea rezistentei catre preparatele de linia 1
si unele de linia 2 [4, 5, 6, 7, §].

Testarea sensibilitatii la medicamente (TSM)
este obiectul modernizarii continue in microbiolo-
gia tuberculozei. Cel mai des utilizata pentru testarea
sensibilitatii M.tuberculosis, atat in laboratoarele din
republica, cat si peste hotare, este metoda indirecta,
si anume metoda concentratiilor absolute. Neajunsul
principal al metodei descrise consta in aceea, ca este
laborioasa si de lungd duratd. Rezultatele testarii re-
zistentei catre medicamente pot fi influentate de mai
multi factori, care depind de natura si proprietatile
agentului patogen, de metoda aplicatd pentru acest
scop, de tipul de rezistentd (fenotipica sau genotipi-
cd), de tipul pacientului, sistarea tratamentului pe par-
cursul colectarii materialului patologic pentru testare
prin metodele culturale [9, 10].

Testele moleculare disponibile comercial au fost
recent implementate pentru a detecta mutatiile aso-
ciate cu rezistenta, in special la izoniazida si rifam-
picina. In plus, laboratoarele de referintd folosesc
secventierea extinsa a tintelor moleculare pentru a
urmari mutatiile asociate cu rezistenta. Metoda li-
chidd pentru testarea sensibilitatii M.tuberculosis
catre medicamente, utilizeaza un mediu lichid stan-
dardizat (Middlebrook 7H9) si este un sistem bine
stabilit, semi-automatizat, care ofera rezultate re-
productibile pentru medicamentele antituberculoase
de prima linie pe baza testarii concentratiei critice,
utilizdnd echipamentul MGIT 960 (BD, Sparks,M-
D,SUA). Acest sistem permite de asemenea si TSM
pentru medicamentele antituberculoase de lina a 2.
Programa computerizatd TBeXiST pentru interpre-
tarea TSM pe baza echipamentului BACTEC MGIT
960 a fost dezvoltatad pentru a permite monitorizarea
continud a cresterii i o analizd mai detaliata a rezul-
tatelor obtinute. In acest studiu am folosit echipa-
mentul BACTEC MGIT 960 echipat cu software-ul
TBeXiST pentru a stabili TSM cantitativ pentru
M. tuberculosis. Procedura a fost conceputd pentru
a combina obiectivele de testare a metodei propor-
tillor si a metodei concentratiilor critice cu moni-
torizarea continud a cresterii bacteriene. Am validat
specificitatea rezistentei detectate prin evaluarea
concordantei cu profilurile genetice ale rezistentei.
TSM cantitativ oferd rezultate cu privire la nive-
lul de rezistentd (cantitativ), care va ajuta la opti-
mizarea regimurilor de tratament pentru pacientii
M/XDR-TB.

Scopul studiului. Estimarea coerentei dintre di-
ferite niveluri de rezistenta fenotipica si paternul de
mutatii genice la pacientii cu tuberculoza.

Necesitatea determinarii rezistentei M.tuberculo-
sis catre preparatele antituberculoase este indiscuta-
bila. Discrepantele existente intre rezultatele obtinu-
te la testarea rezistentei M.tuberculosis prin metode
fenotipice si testele genotipice, indica la necesitatea
de a avea informatii in plus, pentru a decide tulpina
,»,sensibila” sau tulpind ,,rezistenta”.
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Tabelul 1
Gene si mutatii care confera rezistenta citre medicamente
Isoniazid Rifampicin FQ AMG
katG rpoB gyrA rrs
Rezistenta inalta Rezistenta inalta Rezistenta inalta 1401 A-G
MUT1 S315T1 MUT 3 S531L (S450L) gyrA MUT3C (i.e. gyrA D94G) 1462 A-T
MUT2 S315T2 MUT 2A H526Y (H445Y) | gyrA MUT3D (i.e. gyrA D94H) 1484 G-T
MUT 2B H526D (H445D) | gyrA MUT3B (i.e. gyrA D94N/Y) 1486 A-T
Rezistenta joasa Rezistenta joasa Rezistenta joasa eis promoter
inhA promoter MUT 1 D516V (D435V gyrAMUTI (i.e. gyrA A90V) -10 G-A
MUT]I c-15t gyrA MUT?2 (i.e. gyrA S91P) -12C-T
MUT?2 a-16g gyrA MUT3A (i.e. gyrA D94A) -14 C-T
MUT3 t-8c gyrB MUTT1 (i.e. gyrB N538D) -43 A-T
MUT4 t-8a gyrB MUT?2 (i.e. gyrB E540D)

Rezultatele utilizarii diferitor scheme, inclu-
siv si Izoniazidd in doze mari, pentru tratamentul
pacientilor cu MDRTB sunt descrise in literatura
de specialitate din ultimii ani. Tot odatd nu sunt
descrise unele criterii clare in ce situatii si care
pacienti pot fi inclusi in tratamentul cu doze mari
de INH (Izoniazidd). De asemenea este binevenita
la alte preparate de linia 1 (RIF-Rifampicina) si
pentru tratamentului MDR&XDRTB (Moxifloxa-
cina). Evaluarea rezultatelor tratamentului paci-
entilor TB cu diferite grade de rezistenta si sche-
me de tratament (INH doze mari) va oferi astfel
de informatii pentru clinicieni, astfel posibil va
influenta si la rezultatele tratamentului unor astfel
de pacienti.

Metode de cercetare.Testarea rezistentei M.tu-
berculosis a fost efectuata pe medii solide (LJ) si pe
medii lichide (Middlebrook 7H9) in sistemul BAC-
TEC MGIT 960 in combinatie cu soft-ul EpiCenter
echipat cu modulul TBeXiST. Acest sistem ofera in-
formatii suplimentare pentru estimarea rezultatelor
discrepante si luarea de decizii corecte la pacientii
cu TB MDR, in special in cazurile TBXDR. Pentru
evaluarea corelatiei dintre CMI (Concentratia mini-
ma inhibitorie) si spectrul de mutatii au fost utilizate
metode molecular genetice GenoType MTBDRplus
ver.2.0 si MTBDRs/ ver.2.0.

Rezultate obtinute. Etapa 1. A fost studiata
baza de date a rezultatelor investigatiilor molecular
genetice din LNR pentru estimarea ponderii diferitor
mutatii responsabile de rezistenta M.tb cétre prepa-
ratele antibacteriene. De asemenea au fost evaluate
discrepantele in rezultatele metodei conventionale
(BACTEC MGIT 960) si metodelor molecular ge-
netice (GeneXpert MTB/RIF, GeneXpert MTB/Ultra
GenoType MTBDRpl/us, MTBDRs/).

Au fost analizate 4570 rezultate ale metodei mo-
lecular genetice MTBDRplus, realizate in Laborato-
rul National de Referintd pe parcursul ultimilor doi
ani (2018-2019). Astfel, din totalul de probe testa-
te in 37,9% cazuri (n=1734) au fost sensibile catre
Rifampicina, si in 62.1% cazuri (n=2836) tulpinile
testate au prezentat rezistenta catre Rifampicind. Cea
mai frecventd mutatie care a fost responsabila de re-
zistenta a 2067 tulpini de M.tuberculosis a fost muta-
tia rpoB cu codonul S531L TCG-TGG, si a constituit
72.9%. Aceastd mutatie este responsabila de rezisten-
ta de nivel inalt. Doar in 3,7% cazuri (n=106) rezis-
tenta la Rifampicina a fost provocata de alte mutatii si
in 23,4% cazuri (n=663) nu au fost depistate mutatii,
dar au lipsit genele sdlbatice ale ADN M.tb, si astfel
au fost evaluate ca tulpini rezistente. La testarea Izo-
niazidei au fost sensibile 30.9% tulpini M.tuberculo-
sis (n=1411) si 69,1% (n=3159) tulpini au prezentat
rezistenta.

Cea mai frecventd mutatie responsabila de rezis-
tenta la [zoniazida a fost mutatia katG cu codonul 315
AGC-ACC, cu prezenta sau absenta mutatiei inhA —
87,9% tulpini (n = 2777). Doar mutatia inhA aparte a
fost detectatd n 2.6% cazuri (n=81 tulpini). Aceasta
mutatie este responsabild de rezistenta de nivel jos a
M.tuberculosis. Pentru 9,5% tulpini (n=301) nu au
fost depistate mutatii, dar au lipsit genele salbatice
ale ADN M.tuberculosis, si astfel au fost evaluate ca
tulpini rezistente.

De asemenea au fost evaluate discrepantele pre-
zente 1n rezultatele metodei culturale (MGIT 960) si
molecular genetice — GeneXpert, GenoType MTB-
DRplus, MTBDRsl.

Astfel, la evaluarea a 1327 de rezultate paralele
obtinute prin metoda culturald conventionalda BAC-
TEC MGIT 960 si metoda molecular genetica Gene-
Xpert MTB/RIF, GeneXpert MTB/Ultra sau inregis-
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Tabelul 2

Discrepantele prezente in rezultatele metodei culturale conventionale (MGIT 960)
si molecular genetice (GeneXpert, GenoType MTBDRplus, MTBDRsl).

BACTEC MGIT 960 Xpert Sens Xpert Rez Total
Cultura RIF Sens 910 22 932
Cultura RIF Rez 2 393 395
Discrepante Sens, % 24 1327
Discrepante Rez; % 0.5

MTBDRplus Xpert Sens Xpert Rez Total
MTBDRplus RIF Sens 366 16 382
MTBDRplus RIF Rez 3 282 285
Discrepante Sens, % 4.2 667
Discrepante Rez; % 1.1

BACTEC MGIT 960 LPA Sens LPA Rez Total
Cultura RIF Sens 929 12 941
Cultura RIF Rez 8 730 738
Discrepante Sens, % 1.3 1679
Discrepante Rez; % 1.1

BACTEC MGIT 960 LPA Sens LPA Rez Total
Cultura INH Sens 763 7 770
Cultura INH Rez 14 854 868
Discrepante Sens, % 0.9 1638
Discrepante Rez; % 1.6

BACTEC MGIT 960 AG Sens AG Rez Total
Cultura FQ Sens 770 25 795
Cultura FQ Rez 25 277 302
Discrepante Sens, % 3.1 1097
Discrepante Rez; % 8.3

trat 2,4% discrepante la rezultatele sensibile pentru
Rifampicina (22 rezultate din 932 tulpini sensibile)
si 0,5% la rezultatele rezistente pentru Rifampicina
(2 rezultate din 395 tulpini rezistente). Dintre 667 re-
zultate paralele obtinute prin metodele genetice Ge-
neXpert MTB/RIF, si MTBDRplus au fost inregistra-
te 4,2% rezultate discrepante la tulpinile sensibile la
MTBDRplus, dar rezistente la GeneXpert MTB/RIF
(16 tulpini din 382 sensibile) si 1,1% la tulpinile re-
zistente la GenoType MTBDRplus , dar sensibile la
GeneXpert MTB/RIF (3 tulpini din 285).

Rezultate importante au fost obtinute la evaluarea
metodelor culturale, care sunt recomandate de OMS
ca “standardul de aur” in diagnosticul microbiologic
al tuberculozei si metodele rapide, molecular geneti-
ce, care sunt pe larg implementate astazi 1n practica
laboratoarelor din domeniu, ca metode de rutina. La

evaluarea a 1679 de rezultate paralele obtinute prin
metoda MGIT 960 si MTBDRpl/us sau inregistrat
1,3% discrepante la rezultatele sensibile pentru RIF
(12 din 941 tulpini sensibile) si 1,1% la rezultatele
rezistente pentru Rifampicind (8 din 738 tulpini re-
zistente).

La evaluarea a 1638 de rezultate paralele obtinute
prin metoda culturala MGIT 960 si metoda MTBDR-
plus sau inregistrat 0.9% discrepante la rezultatele
sensibile pentru [zoniazida (7 din 740 tulpini sensibi-
le) si 1,6% la rezultatele rezistente pentru Izoniazida
(14 din 878 tulpini rezistente).

Cele mai elocvente rezultate au fost depistate la
evaluarea rezultatelor paralele obtinute prin metoda
culturala conventionala BACTEC MGIT 960 si me-
toda MTBDRs/. Au fost evaluate 1097 de rezultate
paralele obtinute prin metoda culturald conventionala
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BACTEC MGIT 960 si metoda molecular genetica
GenoType MTBDRsl. Sau inregistrat 3.1% discre-
pante la rezultatele sensibile pentru Florochinolone
(25 din 795 tulpini sensibile) si 8,3% la rezultatele
rezistente pentru Florochinolone (25 din 302 tulpini
rezistente).

Concluzii: a) Mutatiile katG315 care confera re-
zistentd de nivel nalt la Izoniazida, sau depistat la
87,9% din tulpinile M.tuberculosis complex evaluate,
si in 2,6% sa depistat mutatia inhA (rezistenta joasd).
b) La 72,9% tulpini a fost a fost depistate mutatiile
rpoB n codonul S531L si in 3,7% codonul H526D,
responsabile de rezistenta la Rifampicina nivel inalt.
¢) In 23,4% cazuri rezistenta genica la Rifampicini a
fost dedusa prin lipsa unei gene silbatice.

Etapa 2. In studiu au fost inrolati 385 pacienti
cu TB pulmonara. Toti acesti pacienti au fost infor-
mati despre scopurile si sarcinile studiului, dupa care
fiecare a semnat acordul informat. Au fost recoltate
minimum 2 probe de sputa, dintre care una matinala.
Probele au fost examinate prin microscopia fluores-
centd, GeneXpert MTB/RIF sau t MTB/RIF Ultra,
apoi inoculate pe medii de culturd lichide (MGIT
960) si pe medii de culturad solide (LJ). Prin metode
genotipice si fenotipice au fost studiate 237 tulpini
M.tuberculosis. Pentru testarea rezistentei fenotipice
a fost utilizatd metoda TB eXiST cu soft-arul EpiCen-
tru din sistemul MGIT 960. Au fost testate 9 prepa-
rate antituberculoase la diferite concentratii minime
inhibitorii (CMI).

Corelatia dintre rezultate testare rezistenta ge-
notipica si nivel rezistenta fenotipica a M.tubercu-
losis catre Izoniazida. Astfel, prin metoda genotipica
MTBDRplus rezistenta tulpinilor M.tb catre Izonia-
zida a fost determinata in 93,2% cazuri (n=221) si in
6,8% (n=16) cazuri nu au fost depistate mutatii sau
lipsa genelor salbatice si tulpinile in cauza au fost
evaluate ca sensibile. In 220 cazuri au fost depista-
te mutatii care conferd rezistentd si 1 caz nu au fost
depistate mutatii, dar a fost depistata lipsa unei gene
sdlbatice. Cel mai frecvent au fost depistate mutatii-
le katGS315 fmpreund cu mutatia inhA — 119 cazuri
si in 101 cazuri au fost depistatd doar mutatia katG
S315. Mutatia inhA aparte, fara katG nu a fost depis-
tata nici intr-un caz in acest studiu.

Prin metoda BACTEC MGIT 960 rezistenta la
Izoniazida a fost confirmata in 94.1% cazuri (n=223)
siin 5,9% cazuri (n=14) tulpinile testate au fost sen-
sibile la concentratiile minim inhibitorii. La testarea
acestor tulpini la concentratii mai mari au fost depis-
tate 4 tulpini (1,8%) sensibile la concentratia de 3,0
pg/ml si o tulpina la concentratia de 1,0 pg/ml.

Corelatia dintre rezultate testare rezistenta ge-
notipica si nivel rezistenta fenotipica a M.tubercu-

losis catre Rifampicind. Prin metoda genotipica MT-
BDRplus rezistenta tulpinilor M.tb catre RIF a fost
determinata in 92,4% (n=219) si in 7,6% (n=18) cazuri
nu au fost depistate mutatii sau lipsa genelor salbatice
si tulpinile in cauza au fost evaluate ca sensibile.

Dintre 219 cazuri care au fost evaluate cu rezis-
tentd genotipica, cel mai frecvent au fost depistate
mutatiile care conferd rezistentad inalta. Astfel, cel
mai frecvent au fost depistate mutatii rpoB codo-
nul S531L (S450L)- 88,1% cazuri (n=195) si mu-
tatiile MUT 2A H526Y (H445Y) MUT 2B H526D
(H445D) — 1.4% cazuri (n=3). In 10,5% cazuri
(n=23) au fost depistate mutatii care confera rezis-
tenta joasa -1,4% (n=3) sau a fost lipsa de o gena
salbatica — 9,1% cazuri (n=20).

Prin metoda MGIT 960 rezistenta la RIF a fost
confirmata in 92,4% cazuri (n=219) si in 7,6% (n=18)
cazuri tulpinile testate au fost sensibile la concentra-
tiille minim inhibitorii. La testarea acestor tulpini la
concentratii mai mari au fost depistate 3 tulpini sen-
sibile la concentratia de 2,0 pg/ml si 9 tulpini la con-
centratia de 3.0 pg/ml.

Corelatia dintre rezultate testare rezistenta
genotipica si nivel rezistentd fenotipica a M.rtu-
berculosis catre Fluorochinolone (FQ). Prin metoda
genotipica MTBDRs/ rezistenta tulpinilor M.tb cé-
tre FQ a fost determinata in 23.2% cazuri (n=55) si
in 76,8% (n=182) cazuri nu au fost depistate muta-
tii sau lipsa genelor sélbatice si tulpinile in cauza au
fost evaluate ca sensibile. Dintre 55 cazuri care au
fost evaluate cu rezistentd genotipica, doar in 30.1%
cazuri (n=17) au fost depistate mutatiile care con-
ferda rezistenta inalta. Astfel mutatia gyrA MUT3C
(D94G) , a fost depistate doar 1n 29,1% cazuri (n=16)
si mutatia gyrA MUT3D (D94H) intr-un singur caz
1,8%. In 50,9% cazuri (n=28) au fost depistate mu-
tatii care confera rezistentd joasd sau a fost lipsa de
o0 gena salbatica —18,2% cazuri (n=10). Printre mu-
tatiile care confera rezistentd joasa in 23,6% cazuri
(n=13) sa depistat mutatia gyrA MUT1 (A90V), in
12,7% cazuri (n=7) sa depistat mutatia gyrA MUT2
(S91P) si 1n 14,5% cazuri (n=8) sa depistat mutatia
MUT3A.

Prin metoda MGIT 960 rezistenta la FQ a fost
confirmatd in 22,8% (n=54) si in 77,2% (n=183)
cazuri tulpinile testate au fost sensibile la CMI. La
testarea acestor tulpini la concentratii mai mari au
fost depistate 37 tulpini sensibile la concentratia de
1,0 png/ml si de 2,0 pg/ml.

Discutii. Testarea M.tuberculosis la concentratii
mai mari pentru RIF si INH, dar in special pentru
FQ, poate fi considerata ca o optiune avantajoasa
pentru o combinatie terapeuticd optimala in trata-
mentul pacientilor cu TBMDR la care preparatele de
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linia 2 prezinta rezistenta. In studiul dat, tulpinile M.
tuberculosis selectate au fost in majoritatea absoluta
a cazurilor doar cu mutatii care confera rezistenta
inaltd fata de preparatele specifice. In cazul prezent
pentru Izoniazida si Rifampicina, si mai putin pen-
tru fluorochinolone.

Astfel, din 237 tulpini rezistente la Izoniazida,
nu a fost depistata nici intr-un caz doar mutatia inhA
singurd, care confera rezistentd joasa fatd de acest
preparat. In schimb mutatiile care confera rezis-
tenta inalta au fost prezente 99,5% tulpini studiate.
Pentru pacientii cu o mutatie rpoB, codonul D516V
(D435V), intr-un specimen direct sau din tulpina
izolatd, trebuie utilizata o metoda fenotipica pe baza
de cultura, pentru testarea rezistentei la Rifampicina
la diferite concentratii. La fel, pentru pacientii cu o
mutatie inhA, fara mutatia katG, Intr-un specimen
direct sau din tulpind izolata, trebuie utilizata o me-
toda fenotipica pe baza de culturd, pentru testarea
rezistentei la Izoniazidei la diferite concentratii. La
toti pacientii etiologic confirmati cu M.tuberculosis,
cu o mutatie »poB, codonul S531L si H526Y/D, in-
tr-un specimen direct sau in cazul in care TSM feno-
tipic indica TB-MDR, trebuie utilizatd o metoda mo-
leculara pentru testarea rezistentei la medicamentele
de linia a doua pentru a ghida tratamentul si a reduce
timpul de diagnosticare a TB-XDR. Testarea rezis-
tentei M.tuberculosis la concentratii mai mari pentru
RIF, ar putea fi consideratd ca o optiune pentru o
combinatie terapeuticd 1n tratamentul pacientilor cu
TB MDR la care preparatele de linia 2 prezinta re-
zistentd. Divergentele dintre rezistenta fenotipica si
rezultatele rezistentei genotipice pot fi interpretate
cu anumite dificultati, datorita studierii insuficiente
a spectrului mutatiilor implicate in oferirea rezisten-
tei M.tuberculosis catre preparatele specifice. Pentru
cazurile cu discrepante ale rezultatelor TS fenotipice
si moleculare, trebuie sa fie disponibile in plus infor-
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matii despre nivelul de rezistentd (rezistentd joasa/
inaltd) si/sau genele si tipurile de mutatii.

La etapa actuala metoda culturala TSA este Inca
necesard, pentru corectarea rezultatelor moleculare
ale TSA, in special din specimene microscopic nega-
tive si pentru a detecta XDR-TB. Utilizarea metodelor
moderne de analiza pe baza de soft-uri (TBeXiST),
face posibila o Tmbunatatire a diagnosticului, astfel
obtinand rezultate semicantitative la testarea rezisten-
tei M.tb catre medicamente.

Concluzii

1. Corelarea rezultatelor testelor genotipice cu
nivelul de rezistenta fenotipica poate fi cruciald in
perspectiva unei abordari personalizate a tratamen-
tului pacientilor cu TB, oprirea raspandirii rezisten-
tei la medicamente si promovarea utilizarii optime
a preparatelor disponibile pentru tratamentul TB re-
zistente.

2. Ori de cate ori testarea molecularda permite,
rezultatele ar trebui sa fie raportate cu mutatiile speci-
fice detectate si cu descrierea implicatiilor clinice ale
prezentei mutatiei.

3. Rezultatele studiului demonstreaza, ca mai
mult de 2/3 din pacientii cu rezistenta la Moxifloxa-
cind, la care sau depistat mutatiile genice care con-
ferd o rezistentd joasda, demonstreaza sensibilitate
la concentratii mai mari a preparatului, astfel acesti
pacienti si ar putea fi tratati cu aceste preparate in
doze mari.

4. Depistarea mutatiei 7poB, codonul S531L
si H526, indica la TB-MDR. Acesti pacienti trebuie
examinati prin metode moleculare pentru testarea re-
zistentei la medicamentele de linia a 2.

5. Depistarea mutatiei rpoB, codonul 516 de-
monstreaza o rezistentd joasa la RIF. Acesti pacienti
trebuie examinati prin metode culturale pentru esti-
marea nivelul de rezistenta fenotipice.
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Pesrome

B nacrosmiee BpeMs NpH yIy4IICHHH SMUACMHUYECKUX ITOKa3zaTeslell Mo TyOepKyiesy, KOJIMYeCTBO OOJNBHBIX C
JICKapCTBEHHO-YCTOWYMBBIMU (hopMamMK TyOepKysie3a yBeJIMUMBACTCS, YTO YCIIOKHSIET U YBEIIMYUBAET CPOKH JICUCHUSI
TakuX ManueHToB. [[enpio0 paboThl ABISETCS U3YUYCHHE JICKAPCTBECHHOW ycToiuyuBocTH (JIY) MukoOakrepuii TyOep-
KyJie3a, TOJIY4YeHHBIX M3 ONEpPallMOHHOTO MaTepuasia. Marepuaisl 1 METOABI: B UCCIIEJ0BaHHE ObLIO BKIIOUEHO 74
MAUEeHTa C PaJUKAIbHBIMU ¥ JMarHOCTUYCCKUMHU OINEepalMsIMi Ha OpraHax IpyJHOW KiIeTKH. Bce manueHTsr Obun
o0cIe10BaHbl CTaHAPTHBIMH METOaMHU: MUKPOCKOTHs MOKpoThl U1 BAJIK npu Gponxockonuu (Ipu MpoBEIeHHUN),
MOJICKYJISIPHO-T€HETHUECKHE METObI, TIOCEB Ha IJIOTHBIC U )KHUJKWE MUTaTeNbHbIe cpenbl. Jlnarnos Tyoepkynes Obu1
MOATBEPXKIEH MOP(OJIOTHUECKH y BCEX MAI[IEHTOB IPU THCTOJIOIMYECKOM HCCIIEI0OBAaHUH ONIEPALIMOHHOI0 MaTepHa-
na. [1pu ananuze pe3ynpraToB JIEKAPCTBEHHONW YCTOWYMBOCTH OOHAPYKEHO, YTO CPE/IH BIIEPBhIEC BBISBICHHBIX OOJIbIIIE
10JIOBHHBI TanneHToB (59,3%) nmenu MHOKecTBeHHY0 (44,6%) p<0,005 1 IUPOKYIO JIEKAPCTBEHHYIO YCTOWYHBOCTh
(14,7%) p= 0,003, mpu 3Tom y 74,5% (n=35/47) no onepanuu He ObUTH BhIsIBIICHBI Mycobacterium tuberculosis(MBT)
B Mokporte. [IpeacraBiena yacTora pa3BuTHs JICKaPCTBEHHON YCTOWYMBOCTH K IPOTHBOTYOCPKYJIC3HBIM IpernaparaM
MIEPBOTO U PE3EPBHOIO pAJia, CTPYKTypa JIEKapCTBEHHOW yCTOMYMBOCTH B 3aBUCUMOCTH OT TPYMIBI JUCHAHCEPHOIO
ydera. BeIloHeH cpaBHUTEIBHBIN aHAIU3 TECTOB JekapcTBeHHOH uyBcTBUTENbHOCTH (TJIY MBT), BbIIEICHHBIX U3
MOKpPOTHI 0 ONEPAalMK U U3 ONEePallHOHHOr0 Marepuana. Pe3ynbTaTsl HcCIe0BaHUS MOKA3ald BBICOKUN MPOLEHT
JekapcTBeHHOH ycroitunBoctu MBT, nmonydeHHbIX B ONEpallMOHHOM MaTepuasie y MalleHTOB ¢ OTPHUIaTeIbHbIMU
anasmzamu Ha MBT. Bojee MoJOBUHBI MalMEeHTOB, HE MOJYYarOIUX aHTHOAKTEPUAIBLHOW Teparuu JI0 OlepaluH,
nMeer MJIY u LIIJTY, uto mpenmnonaraeT BHICOKYIO PErHOHAJIBHYIO IEPBUUYHYIO JIEKAPCTBEHHYIO YCTOMUNBOCTh MUKO-
OakTepuii TyOepKyesa.

KaloueBbie ciioBa: TyOepKyines3, JeKapCTBEHHas YCTOMYMBOCTb, MHUKOOAkTepus TyOepKyle3a, OINepalMOHHBIN
Marepuai.



