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Rezumat.
a acestor metode. A fost studiat paternul mutatiilor genice responsabile de rezistenta la preparatele antituberculoase de
linia 1 la pacientii cu tuberculoza rezistenta aflati la tratament in stationarul Institutului de Ftiziopneumologie. Rezultatele
obtinute au fost comparate cu datele similare din studiile precedente. Sa determinat ca in ultimii 5 ani rezistenta catre RIF
este determinatd predominant de mutatia rpoB S531L (82.9%), pentru rezistenta la INH este responsabila mutatia katG
S315T1 (94.6%).

Cuvinte cheie: mycobacterium tuberculosis, tuberculoza cu rezistenta multipla; tuberculoza cu rezistenta extinsa la

Summary. Profile of gene mutations responsible for M.tuberculosis resistance to antituberculosis drugs.

The implementation of rapid diagnostic tests and drug susceptibility testing requires a complex approach to these
methods. The pattern of gene mutations responsible for resistance to first-line antituberculosis drugs was studied in
patients with resistant tuberculosis undergoing treatment in the inpatient department of the Phthisiopneumology Institute.
The obtained results were compared with similar data from previous studies. It was determined that in the last 5 years the
resistance to RIF is predominantly determined by the rpoB S531L mutation (82.9%), for the resistance to INH the katG
S315T1 mutation (94.6%) is responsible.

Keywords: mycobacterium tuberculosis, multidrug-resistant tuberculosis; tuberculosis with extensive drug resistance;
drug sensitivity testing, molecular methods

Pesrome. IIpoduabs MmyTanuii reHoB, 0TBETCTBEHHBIX 32 yCTOH4YNBOCTHL M.fuberculosis k npoTuBoTy0epKyies-
HBIM IIpenaparam.

Ocy1ecTBIeHHE KCIPECC-ANArHOCTHKY ¥ TECTUPOBAHMS JICKAPCTBEHHOW YYBCTBUTEIIBHOCTH TPEOyeT KOMITIIEKCHO-
TO MoAX0/a K 3TUM MeTozaM. M3ydeHa kapTiHa MyTaluii TeHOB, OTBETCTBEHHBIX 38 PE3UCTEHTHOCTD K TPOTHBOTYOEPKY-
JIE3HBIM IIpenaparaM MepBoro psijia, y OOJBHBIX PE3UCTEHTHBIM TyOEepKyJIe30M, HaXOSIIUXCs Ha JIEUEHUH B CTAIIMOHApe
@drusnonynsmononorun. [lomydeHHble pe3ynbraThl CPAaBHUBAIUCH C aHAJOTMYHBIMHU JaHHBIMH MPEIbLIYIINX HCCIIeN0-
BaHUU. YCTAHOBJIEHO, YTO B MOcienHue 5 et yctohunBocth K PUD onpenensiercs npenMyIecTBeHHO MyTanuen rpoB
S531L (82,9%), 3a ycroitunBocts k INH orBeuaer myranust katG S315T1 (94,6%).

KoaroueBblie ciioBa: MukoOakrepun TyOepKynesa, TyOepKysie3 ¢ MHOKECTBEHHOH JIEKAPCTBEHHOH YCTOWYHMBOCTBIO;
TyOepKyJie3 ¢ IIMPOKOil JIEKAPCTBEHHON YCTOHYMBOCTHIO; TECTUPOBAHME HA YyBCTBUTEIBLHOCTD K JIEKAPCTBEHHBIM CpeE/I-
CTBaM, MOJIEKYJISIPHBIE METO/BL.

Introducere.
Depistarea precoce a TB MDR permite de a efec-

cu aceste forme de tuberculoza. Tratamentul pacientilor
cu tuberculoza rezistenta la medicamente ar trebui sa

tua la timp trierea pacientilor si fortificarea activita-
tilor de control al infectiei atat la nivel de stationar,
cat si sa nivel de societate. Fortificarea masurilor de
control al infectiilor sunt cruciale pentru limitarea
raspandirii continue a tuberculozei rezistente in spi-
tale si in societate (1, 2, 3, 4, 5, 6).

Cresterea numarului cazurilor de tuberculoza mul-
tirezistentd (MDR-TB) si esecurile terapeutice in trata-
mentul acestor forme de TB, impune necesitatea optimi-
zarii testelor de sensibilitate a M. fuberculosis cu scopul

se bazeze pe masuri fiabile si cantitative ale testelor de
sensibilitate, care au un rol primordial pentru prevenirea
amplificarii in continuare a rezistentei si pentru exploa-
tarea optima a preparatelor disponibile (7, 8, 9).

Astfel, la etapa actuald, depistarea cazurilor TB re-
zistente si 1n special a celor cu rezistentd extinsd, tot mai
frecvent sunt grevate de mai multe dificultati, influen-
tate de variabilitatea agentului patogen. Diagnosticarea
intarziata sau incorecta a cazurilor de TB rezistenta, desi
sunt aplicate metode sofisticate de testare a rezistentei,
poate influenta negativ asupra rezultatelor tratamentului
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pacientilor, care in consecintd va duce la transmiterea
infectiei tuberculoase rezistente in societate. In ultimii
15-20 ani metodele rapide de diagnostic a rezistentei la
medicamentele antituberculoase au fost studiate si dez-
voltate aprofundat. Au fost elaborate si implementate
metode rapide noi, molecular genetice pentru testarea
rezistentei catre preparatele antituberculoase de linia 1
si unele preparate de linia 2 (10, 11, 12, 13, 14).

Diagnosticul rapid al rezistentei la medicamen-
tele antituberculoase a fost studiat si dezvoltat mai
aprofundat numai in ultimele 2 decenii. Au fost ela-
borate si implementate metode rapide noi, molecular
genetice pentru testarea rezistentei catre preparatele
de linia 1 si unele de linia 2.

Testele rapide pot fi uneori mai putin exacte decat
cultura, crescand posibilitatea unor rezultate fals po-
zitive si false-negative. Ambele tipuri de erori pot fi
costisitoare si daunatoare.

Scopul studiului.

Determinarea profilului mutatiilor genice responsa-
bile de rezistenta M.tuberculosis citre preparatele anti-
tuberculoase linia 1 la pacientii cu tuberculoza rezisten-
ta aflati la tratament in perioada anilor 2018-2022.

Material si metode.

Locul desfasurarii studiului: IMSP Institutul Fti-
ziopneumologie ,,Chiril Draganiuc”, Laboratorul Mi-
crobiologia si Morfologia tuberculozei.

Colectare material

Pe parcursul prezentului studiu, au fost colectate
probe de sputa de la pacientii cu TB pulmonara, Cazuri
noi si Re-tratamente aflati la tratament in stationarul
Clinicii nr.1 a Institutului de Ftiziopneumologie ,,Chiril
Draganiuc”. Tulpinile izolate de M.tuberculosis au fost
studiate prin metodele microbiologice descrise mai jos.

Criterii de includere

Pentru participare in studiu au fost selectati ur-
matorii pacienti: varsta >18 ani; caz RIF rezistent in
baza rezultatului Xpert MTB/RIF.

Criteriu de excludere

Subiectii au fost exclusi din studiu daca nu au fost
in stare sa producad minimum 5 ml de sputa la mo-
mentul inrolarii in studiu.

Subiectul de cercetare

Pacienti cu tuberculoza pulmonard cu rezultatele
testului la sensibilitate, la care se confirma tuberculo-
za multirezistenta sau tuberculoza cu rezistenta extin-
sa si care au fost inclusi in tratament.

Metodele de cercetare

Microbiologice

Au fost utilizate metode microbiologice clasice:
e medii de culturad solide (LJ) pentru izolarea si

si metode rapide pe

e medii de culturd lichide (BACTEC MGIT960)

te (TSM) a M.tuberculosis complex

Metode moleculare

e GenoType MTBDRplus ver 2.0,

e GeneXpert MTB/RIF

Urmatoarele gene si mutatii care confera rezisten-
ta catre medicamente au fost studiate:

Tabelul 1.
Gene si mutatii cunoscute responsabile de rezistenta
catre INH si RIF

Isoniazid Rifampicin

Gena katG Gena rpoB
§ € |MUTI S315T1 MUT3 SS31L (S450L)
2 £ MUT2A H526Y (H445Y)
& S |[MUT2 S315T2 MUT2B H526D (H445D)

inhA promoter
MUTTI c-15t
MUT?2 a-16g
MUTS3 t-8¢c
MUTH4 t-8a

H

joasa

MUTI1 D516V (D435V)

Rezistenta

Rezultate. Au fost inclusi in studiu 1258 pacienti
cu rezistenta la preparatele antituberculoase linia 1,
dintre care 80% (n=1006) au demonstrat rezistenta
la ambele preparate (INH&RIF), 17.8% (n=224) au
demonstrat rezistentd doar la INH si 2.2% (n=28) au
fost rezistenti doar la RIF.

Pentru studierea profilului de gene mutante res-
ponsabile de rezistentd, tulpinile izolate prin meto-
de culturale au fost testate prin metoda moleculara
GenoType MTBDRplus. Toate investigatiile au fost
realizate in Laboratorul National de Referinta pe par-
cursul anilor 2018 — 2022.

Rezultatele obtinute sunt demonstrate in tabelul 2.

Tabelul 2.
Rezultatele testarii tulpinilor M.tuberculosis rezistente
la Rifampicina.

e v e
de RIF REZ

rpoB MUTI 8 |11 | 4 |13 |12 |12
rpoB MUT2A 2 (03] 3 1 5 105
rpoB MUT2B 4 106 4 | 13| 8 |08
rpoB MUT3 597 | 82.7| 260 | 83.3 | 857 | 82.9
rpoB WT+Mutatii | 31 | 43 | 11 | 3.5 | 42 | 4.1
rpoB WT absenta | 80 |11.1| 30 | 9.6 | 110 | 10.6

Cea mai frecventd mutatie care a fost responsa-
bila de rezistenta a 857 tulpini de M.tuberculosis a
fost mutatia rpoB cu codonul S531L TCG-TGG, si
a constituit 82.9%. Aceasta mutatie este responsabilad
de rezistenta de nivel inalt. Nu sa constatat o dife-



76

Buletinul ASM

renta statistica intre mutatiile depistate la izolatele de
la pacientii cu TB cazuri noi si cei cu re-tratamente
(p>0.05). Doar in 2.5% cazuri (n=25) rezistenta la
Rifampicina a fost provocata de alte mutatii (H526Y,
H526D). In 4.1% (n=42) au fost depistate atdt mu-
tatiile responsabile de rezistenta fatd de RIF, dar si
genele salbatice corespunzatoare, fenomen care poate
indica la o posibila tulpind mixtd. La 11.1% (n=80)
pacienti cu TB cazuri noi si 9.6% (n=30) pacienti cu
TB re-tratamente nu au fost depistate mutatii respon-
sabile de rezistentd la RIF, dar s-a constat lipsa genei
corespunzatoare, in baza carui fapt s-a stabilit rezis-
tenta dedusa.

Rezultatele testarii tulpinilor M.tuberculosis re-
zistente la Izoniazida

Tabelul 3.
Rezultatele testarii tulpinilor M.fuberculosis
rezistente la Izoniazida

Gene & Mutatii responsabile TB Caz Nou +
de rezistenta l;1 INH Re-tratament | %
’ (1230)

H inhA WT+ H inhA MUTI1 27 2.2
H katG MUT1 604 49.1
HkatGMUT1,HinhAMUT1&2 559 45.4
H katG WT+Mutatii 36 2.9
H katG WT abs+inhA WT abs 4 0.3

Mutatiile responsabile de rezistenta joasa la INH
(inhA promoter ) au fot depistate la tulpinile M.tuber-
culosis din studiul dat doar in 2.2% (n=27). In studi-
ile precedente rezistenta joasa precedata de prezenta
inhA promoter a fost depistata in 1.9% (15).

Mutatiile MUT1 S315T1, MUT1 S315T2 impre-
und cu promotorul inhA au fost depistate la 94.6%
(n=1163) din tulpinile M.tuberculosis din studiul dat.
Doar MUT1 S315T1 a fost responsabild de 49.1%
(n=604) cazuri de rezistentd, si in 45.4% (n=559)
aceastda mutatie a fost prezentd Tmpreund MUT1
S315T2 si inhA promoter.

In studiul dat fenomenul de rezistenta cu prezenta
mutatiilor si concomitent prezenta si a genelor salba-
tice sa constatat la 2.9% (n=36) din pacienti inclusi in
cercetare. Rezistenta dedusa prin constatarea absen-
tei mutatiilor cunoscute responsabile de rezistenta la
INH, dar si absenta unor gene sélbatice a fost consta-
tata doar in 4 cazuri (0.3%).

Discutii.

Noi regimuri terapeutice in tratamentul tubercu-
lozei impune crearea de noi prioritati pentru testarea
rii lente a M.tuberculosis, rezultatele TSM bazat pe
culturd nu sunt disponibile imediat pentru medici
pentru a fi luate In consideratie la alegerea tratamen-

tului pacientilor cu TB-MDR. Reducerea timpului de
obtinere a rezultatelor testelor este prioritard in acest
domeniu. Tot odatd dezvoltarea si implementarea
catre medicamente necesitd o abordare complexa a
acestor metode.

In prezent, metodele moleculare comercial dis-
ponibile pentru testarea rezistentei medicamentoase
catre Rifampicina si Izoniazida (Line Probe Assay
-LPA) identifica mutatii in codonii 516, 526 si 531.
Exista un nivel ridicat de concordanta intre TSM mo-
lecular si fenotipic. Acest lucru se datoreaza faptului
ca mutatiile asociate cu rezistenta la RIF sunt locali-
zate, in special, in segmentul 81-pb al genei rpoB, iar
mutatiile in afara regiunii sunt mai putin frecvente.

Desi 90% din tulpinile rezistente la RMP sunt
rezistente si la INH, testarea moleculara pentru INH
rezistentd la medicamente este importanta. In primul
rand ofera posibilitatea de a adaugad INH la un tra-
tament cu medicamente din linia a doua, in cazurile
cand este absentd mutatia katG315. n al doilea rand,
implicarile rezistentei la RMP sunt diferite, daca sunt
insotite de rezistenta la INH.

Sistemele de hibridizare pe banda (Line Probe
Assay-LPA) utilizate n prezentul studiu, detecteaza
mutatiile in gena inhA pozitiile 16, 15 si 8, si katG
codonul 315. Mutatia katGS315T confera o rezistenta
inalta la INH (MIC 1mg/l), dar nu afecteaza sensibi-
litatea la ETH.

Datele limitate privind asocierea directa intre mu-
tatia katGS315T si rezultatele clinice sugereaza un
risc sporit de esec al tratamentului, decese si recidive
dupa tratamentul unor astfel de pacienti cu prepara-
te de linia 1. In cazul mutatiei katGS315T, INH ar
trebui exclusa din schema de tratament. Comparativ
cu katGS315T, promotorul mutatiei inhA confera un
nivel scazut de rezistentd la INH (MIC <1mg/1), insa
afecteaza semnificativ sensibilitatea la Etionamida.

Date limitate, directe si indirecte, nu sugereaza nici
un efect asupra ratelor de vindecare pentru tratamentul
standard cu preparate de linia 1. Astfel, in cazul pro-
motorului mutatiei inhA, ar putea fi administrata INH
- de preferinta in doze mari (15-20 mg/kg greutate cor-
porald) — in combinatie cu alte medicamente. In cazul
promotorului mutatiei inhA, nivelul de rezistentd ar
trebui sa fie confirmat prin metode fenotipice. Muta-
tia inhA coreleaza cu rezistenta joasa la INH, fiind un
punct de relevanta clinica, deoarece bolnavii cu aceas-
ta mutatie pot fi tratati cu doze mai mari de INH.

Cu toate acestea, clinicienii ar trebui sa fie con-
stienti de faptul ca tulpinile care poseda mutatii rare
sau mutatii din afara segmentelor obisnuite, care nu
sunt vizate de testele comerciale, ar putea sa se ras-
pandeasca si sa devina predominante in unele cazuri.
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Desi ele nu acopera toate mutatiile implicate in
rezistenta la RMP, metodele moleculare pentru RMP
ar putea fi considerate un standard pentru evaluarea
unui diagnostic rapid la pacientii cu TB MDR. Mai
mult de 95% din tulpinile rezistente la RMP au muta-
tii In segmentul 81-pb al genei rpoB. Mutatiile S531L
si H526Y/D confera rezistenta de nivel nalt la toate
rifamycinele, cu dovezi puternice, directe si indirecte,
de asociere cu rezistenta clinici. In schimb, mutatia
D516T afecteaza predominant Rifampicina (RMP),
dar mai putin Rifabutina (RBT). Prin urmare, RBT ar
putea fi considerata ca o optiune pentru o combinatie
terapeutica, desi, sunt putine date clinice pentru utili-
zarea RBT-ului. Pentru ca mutatia L.533 are un efect

RMP si RBT sunt o optiune pentru o combinatie tera-
peutica in cazul unor astfel de tulpini.

Analiza sinergicd a mutatiilor in genomul M.fu-
berculosis, rezultatele TS fenotipice si informatiile
despre rezultatele clinice vor imbunatati In mod sub-
stantial tratamentul pacientilor cu TB rezistentd. Daca
ar fi colectate sistematic date calitative, iar rezultatele
ar fi fost fezabile si reproductive, cresterea numarului
de dovezi despre semnificatia mutatiilor specifice in
genomul M.tuberculosis ar putea permite, in cele din
urma, diagnosticul TB rezistente prin metode molecu-
lare, pentru a inlocui rezultatele TS bazate pe cultura.

Concluzii

Mutatiile katG315 care conferd rezistentd de ni-
vel 1nalt la [zoniazida, sau depistat la 94.6% din tul-
pinile M.tuberculosis complex evaluate. Mutatii inhA
promoter, responsabila de rezistentd joasa la INH sa
depistat in 2.2%.

La 82.9% tulpini a fost a fost depistate mutatiile
rpoB in codonul S531L. In 4.1% au fost depistate atat
mutatiile responsabile de rezistentd fata de RIF, dar si
genele salbatice corespunzatoare, fenomen care poate
indica la o posibila tulpina mixta.

In 10.6% cazuri rezistenta la Rifampicind a fost
dedusa prin lipsa unei gene salbatice.

Rezultatele TSM obtinute prin metode molecu-
lare ar trebui sd fie urmate nu numai de abreviatu-
ra ,,rezultate rezistente”, dar si de notarea mutatiilor
identificate cu scopul de a oferi medicilor indrumare,
bazata pe cele mai bune dovezi disponibile
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