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Rezumat. 
Implementarea testelor rapide de diagnostic și testare a sensibilității către medicamente necesită o abordare  complexa 

a acestor metode. A fost studiat paternul mutațiilor genice responsabile de rezistență la preparatele antituberculoase de 
linia 1 la pacienții cu tuberculoză rezistentă aflați la tratament în staționarul Institutului de Ftiziopneumologie. Rezultatele 
obținute au fost comparate cu datele similare din studiile precedente. Sa determinat că în ultimii 5 ani rezistența către RIF 
este determinată predominant de mutația rpoB S531L (82.9%), pentru rezistența la INH este responsabila mutația katG 
S315T1 (94.6%).

Cuvinte cheie: mycobacterium tuberculosis, tuberculoza cu rezistență multiplă; tuberculoza cu rezistență extinsă la 
medicamente; testarea sensibilității către medicamente, metode molecular genetice.

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

Резюме. Профиль мутаций генов, ответственных за устойчивость M.tuberculosis к противотуберкулез-
ным препаратам.

Осуществление экспресс-диагностики и тестирования лекарственной чувствительности требует комплексно-
го подхода к этим методам. Изучена картина мутаций генов, ответственных за резистентность к противотуберку-
лезным препаратам первого ряда, у больных резистентным туберкулезом, находящихся на лечении в стационаре 
Фтизиопульмонологии. Полученные результаты сравнивались с аналогичными данными предыдущих исследо-
ваний. Установлено, что в последние 5 лет устойчивость к РИФ определяется преимущественно мутацией rpoB 
S531L (82,9%), за устойчивость к INH отвечает мутация katG S315T1 (94,6%).

Ключевые слова: микобактерии туберкулеза, туберкулез с множественной лекарственной устойчивостью; 
туберкулез с широкой лекарственной устойчивостью; тестирование на чувствительность к лекарственным сред-
ствам, молекулярные методы.

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

tua la timp trierea pacienților și fortificarea activită-
ților de control al infecției atât la nivel de staționar, 
cât și șa nivel de societate. Fortificarea măsurilor de 
control al infecțiilor sunt cruciale pentru limitarea 
răspândirii continue a tuberculozei rezistente în spi-
tale și în societate (1, 2, 3, 4, 5, 6). 

Creșterea numărului cazurilor de tuberculoză mul-
tirezistentă (MDR-TB) și eșecurile terapeutice în trata-
mentul acestor forme de TB, impune necesitatea optimi-
zării testelor de sensibilitate a M.tuberculosis cu scopul 
corijării tratamentului și reducerii deceselor pacienților 

cu aceste forme de tuberculoză. Tratamentul pacienților 
cu tuberculoză rezistentă la medicamente ar trebui să 
se bazeze pe măsuri fiabile și cantitative ale testelor de 
sensibilitate, care au un rol primordial pentru prevenirea 
amplificării în continuare a rezistenței și pentru exploa-
tarea optimă a preparatelor disponibile (7, 8, 9). 

Astfel, la etapa actuală, depistarea cazurilor TB re-
zistente și în special a celor cu rezistență extinsă, tot mai 
frecvent sunt grevate de mai multe dificultăți, influen-
țate de variabilitatea agentului patogen. Diagnosticarea 
întârziată sau incorectă a cazurilor de TB rezistentă, deși 
sunt aplicate metode sofisticate de testare a rezistenței, 
poate influența negativ asupra rezultatelor tratamentului 
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pacienților, care în consecință va duce la transmiterea 
infecției tuberculoase rezistente în societate. În ultimii 
15-20 ani metodele rapide de diagnostic a rezistenței la 
medicamentele antituberculoase au fost studiate și dez-
voltate aprofundat. Au fost elaborate și implementate 
metode rapide noi, molecular genetice pentru testarea 
rezistenței către preparatele antituberculoase de linia 1 
și unele preparate de linia 2 (10, 11, 12, 13, 14).

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

Testele rapide pot fi uneori mai puțin exacte decât 
cultura, crescând posibilitatea unor rezultate fals po-
zitive și false-negative. Ambele tipuri de erori pot fi 
costisitoare și dăunătoare.

Scopul studiului.
Determinarea profilului mutațiilor genice responsa-

bile de rezistența M.tuberculosis către preparatele anti-
tuberculoase linia 1 la pacienții cu tuberculoză rezisten-
tă aflați la tratament în perioada anilor 2018-2022.

Material și metode.
Locul desfășurării studiului: IMSP Institutul Fti-

ziopneumologie „Chiril Draganiuc”, Laboratorul Mi-
crobiologia și Morfologia tuberculozei.

Colectare material
Pe parcursul prezentului studiu, au fost colectate 

probe de spută de la pacienții cu TB pulmonară, Cazuri 
noi și Re-tratamente aflați la tratament in staționarul 
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 în studiu au fost selectați ur-

mătorii pacienți:  vârsta ≥18 ani; caz RIF rezistent în 
baza rezultatului Xpert MTB/RIF.

Criteriu de excludere
Subiecții au fost excluși din studiu dacă nu au fost 

în stare să producă minimum 5 ml de spută la mo-
mentul înrolării în studiu. 

Subiectul de cercetare
Pacienți cu tuberculoză pulmonară cu rezultatele 

testului la sensibilitate, la care se confirmă tuberculo-
ză multirezistentă sau tuberculoză cu rezistență extin-
să și care au fost incluși în tratament. 

Metodele de cercetare
Microbiologice 
Au fost utilizate metode microbiologice clasice: 
● medii de cultură solide (LJ) pentru izolarea şi 

testarea sensibilității M.tuberculosis complex, precum 
şi metode rapide pe 

● medii de cultură lichide (BACTEC MGIT960) 
pentru izolarea şi testarea sensibilității la medicamen-
te (TSM) a M.tuberculosis complex

Metode moleculare
● GenoType MTBDRplus ver 2.0, 
● GeneXpert MTB/RIF
Următoarele gene și mutații care conferă rezisten-

ță către medicamente au fost studiate: 
Tabelul 1. 

Gene și mutații cunoscute responsabile de rezistență 
către INH și RIF 

Isoniazid Rifampicin
Gena katG Gena rpoB

R
ez

is
te

n-
ță

 în
al

tă MUT1 S315T1

MUT2 S315T2

MUT3  S531L    (S450L)
MUT2A H526Y (H445Y)
MUT2B H526D (H445D)

R
ez

is
te

nț
ă 

jo
as

ă

inhA promoter

MUT1 D516V (D435V)
MUT1 c-15t
MUT2 a-16g
MUT3 t-8c
MUT4 t-8a

Rezultate. Au fost incluși în studiu 1258 pacienți 
cu rezistență la preparatele antituberculoase linia 1, 
dintre care 80% (n=1006) au demonstrat rezistență 
la ambele preparate (INH&RIF), 17.8% (n=224) au 
demonstrat rezistență doar la INH si 2.2% (n=28) au 
fost rezistenți doar la RIF.

Pentru studierea profilului de gene mutante res-
ponsabile de rezistență, tulpinile izolate prin meto-
de culturale au fost testate prin metoda moleculară 
GenoType MTBDRplus. Toate investigațiile au fost 
realizate în Laboratorul Național de Referință pe par-
cursul anilor 2018 – 2022. 

Rezultatele obținute sunt demonstrate in tabelul 2.
Tabelul 2. 

Rezultatele testării tulpinilor M.tuberculosis rezistente 
la Rifampicină.

Gene&Mutaț i i 
responsabile 
de RIF REZ 

TB Caz 
Nou-722

Re-trata-
ment-312

Total- 
1034

rpoB MUT1 8 1.1 4 1.3 12 1.2
rpoB MUT2A 2 0.3 3 1 5 0.5
rpoB MUT2B 4 0.6 4 1.3 8 0.8
rpoB MUT3 597 82.7 260 83.3 857 82.9
rpoB WT+Mutații 31 4.3 11 3.5 42 4.1
rpoB WT absentă 80 11.1 30 9.6 110 10.6

Cea mai frecventă mutație care a fost responsa-
bilă de rezistența a 857 tulpini de M.tuberculosis a 
fost mutația rpoB cu codonul S531L TCG-TGG, si 
a constituit 82.9%. Această mutație este responsabilă 
de rezistența de nivel înalt. Nu sa constatat o dife-
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rență statistică intre mutațiile depistate la izolatele de 
la pacienții cu TB cazuri noi și cei cu re-tratamente 
(p>0.05). Doar în 2.5% cazuri (n=25) rezistența la 
Rifampicină a fost provocată de alte mutații (H526Y, 
H526D). În 4.1% (n=42) au fost depistate atât mu-
tațiile responsabile de rezistență fată de RIF, dar și 
genele sălbatice corespunzătoare, fenomen care poate 
indica la o posibilă tulpină mixtă. La 11.1% (n=80) 
pacienți cu TB cazuri noi și 9.6% (n=30) pacienți cu 
TB re-tratamente nu au fost depistate mutații respon-
sabile de rezistență la RIF, dar s-a constat lipsa genei 
corespunzătoare, în baza cărui fapt s-a stabilit rezis-
tența dedusă.

Rezultatele testării tulpinilor M.tuberculosis re-
zistente la Izoniazidă

Tabelul 3. 
Rezultatele testării tulpinilor M.tuberculosis 

rezistente la Izoniazidă

Gene & Mutații responsabile 
de rezistența la INH 

TB Caz Nou + 
Re-tratament 

(1230)
%

H inhA WT+ H inhA MUT1 27 2.2

H katG MUT1 604 49.1

H katG MUT1, H inhA MUT1&2 559 45.4

H katG WT+Mutații 36 2.9

H katG WT abs+inhA WT abs 4 0.3

Mutațiile responsabile de rezistența joasă la INH 
(inhA promoter ) au fot depistate la tulpinile M.tuber-
culosis din studiul dat doar în 2.2% (n=27). În studi-
ile precedente rezistența joasă precedată de prezența 
inhA promoter a fost depistată în 1.9% (15).

Mutațiile MUT1 S315T1, MUT1 S315T2 împre-
ună cu promotorul inhA au fost depistate la 94.6% 
(n=1163) din tulpinile M.tuberculosis din studiul dat. 
Doar MUT1 S315T1 a fost responsabilă de 49.1% 
(n=604) cazuri de rezistență, și în 45.4% (n=559) 
această mutație a fost prezentă împreună MUT1 
S315T2 și inhA promoter. 

În studiul dat fenomenul de rezistență cu prezența 
mutațiilor și concomitent prezența și a genelor sălba-
tice sa constatat la 2.9% (n=36) din pacienți incluși în 
cercetare. Rezistența dedusă prin constatarea  absen-
ței mutațiilor cunoscute responsabile de rezistență la 
INH, dar și absența  unor gene sălbatice a fost consta-
tată doar în  4 cazuri (0.3%).

Discuții. 
Noi regimuri terapeutice in tratamentul tubercu-

lozei impune crearea de noi priorități pentru testarea 
sensibilității către medicamente. Din cauza crește-
rii lente a M.tuberculosis, rezultatele TSM bazat pe 
cultură nu sunt  disponibile imediat pentru medici 
pentru a fi luate în considerație la alegerea tratamen-

tului pacienților cu TB-MDR. Reducerea timpului de 
obținere a rezultatelor testelor este prioritară în acest 
domeniu. Tot odată dezvoltarea și implementarea 
testelor rapide de diagnostic și testare a sensibilității 
către medicamente necesită o abordare  complexă a 
acestor metode.

În prezent, metodele moleculare comercial dis-
ponibile pentru testarea rezistenţei medicamentoase 
către Rifampicină și Izoniazidă (Line Probe Assay 
-LPA) identifică mutații în codonii 516, 526 și 531. 
Există un nivel ridicat de concordanță între TSM mo-
lecular și fenotipic. Acest lucru se datorează faptului 
că mutațiile asociate cu rezistența la RIF sunt locali-
zate, în special, în segmentul 81-pb al genei rpoB, iar 
mutațiile în afara regiunii sunt mai puțin frecvente. 

Deși 90% din tulpinile rezistente la RMP sunt 
rezistente și la INH, testarea moleculară pentru INH 
rezistentă la medicamente este importantă. În primul 
rând oferă posibilitatea de a adaugă INH la un tra-
tament cu medicamente din linia a doua, în cazurile 
când este absentă mutația katG315. În al doilea rând,  
implicările rezistenței la RMP sunt diferite, dacă sunt 
însoțite de rezistență la INH.

Sistemele de hibridizare pe bandă (Line Probe 
Assay-LPA) utilizate în prezentul studiu, detectează 
mutațiile în gena inhA pozițiile 16, 15 și 8, și katG 
codonul 315. Mutația katGS315T conferă o rezistență 
înaltă la INH (MIC 1mg/l), dar nu afectează sensibi-
litatea la ETH. 

Datele limitate privind asocierea directă între mu-
tația katGS315T și rezultatele clinice sugerează un 
risc sporit de eșec al tratamentului, decese și recidive 
după tratamentul unor astfel de pacienți cu prepara-
te de linia 1. În cazul mutației katGS315T, INH ar 
trebui exclusă din schema de tratament. Comparativ 
cu katGS315T, promotorul mutației inhA conferă un 
nivel scăzut de rezistență la INH (MIC <1mg/l), însă 
afectează semnificativ sensibilitatea la Etionamidă. 

Date limitate, directe și indirecte, nu sugerează nici 
un efect asupra ratelor de vindecare pentru tratamentul 
standard cu preparate de linia 1. Astfel, în cazul pro-
motorului mutației inhA, ar putea fi administrată INH 
- de preferința în doze mari (15–20 mg/kg greutate cor-
porală) – în combinație cu alte medicamente. În cazul 
promotorului mutației inhA, nivelul de rezistență ar 
trebui să fie confirmat prin metode fenotipice. Muta-
ția inhA corelează cu rezistența joasa la INH, fiind un 
punct de relevanță clinică, deoarece bolnavii cu aceas-
tă mutație pot fi tratați cu doze mai mari de INH.

Cu toate acestea, clinicienii ar trebui să fie con-
știenți de faptul că tulpinile care posedă mutații rare 
sau mutații din afara segmentelor obișnuite, care nu 
sunt vizate de testele comerciale, ar putea să se răs-
pândească și să devină predominante în unele cazuri. 
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Deși ele nu acoperă toate mutațiile implicate în 
rezistență la RMP, metodele moleculare pentru RMP 
ar putea fi considerate un standard pentru evaluarea 
unui diagnostic rapid la pacienții cu TB MDR.  Mai 
mult de 95% din tulpinile rezistente la RMP au muta-
ții în segmentul 81-pb al genei rpoB. Mutațiile S531L 
și H526Y/D conferă rezistență de nivel înalt la toate 
rifamycinele, cu dovezi puternice, directe și indirecte, 
de asociere cu rezistența clinică. În schimb, mutația 
D516T afectează predominant Rifampicina (RMP), 
dar mai puțin Rifabutina (RBT). Prin urmare, RBT ar 
putea fi considerată ca o opțiune pentru o combinație 
terapeutică, deși, sunt puține date clinice pentru utili-
zarea RBT-ului. Pentru că mutația L533 are un efect 
neînsemnat asupra sensibilității la toate rifampicinile, 
RMP și RBT sunt o opțiune pentru o combinație tera-
peutică în cazul unor astfel de tulpini. 

Analiza sinergică a mutațiilor în genomul M.tu-
berculosis, rezultatele TS fenotipice și informațiile 
despre rezultatele clinice vor îmbunătăți în mod sub-
stanțial tratamentul pacienților cu TB rezistentă. Dacă 
ar fi colectate sistematic date calitative, iar rezultatele 
ar fi fost fezabile și reproductive, creșterea numărului 
de dovezi despre semnificația mutațiilor specifice în 
genomul M.tuberculosis ar putea permite, în cele din 
urma, diagnosticul TB rezistente prin metode molecu-
lare, pentru a înlocui rezultatele TS bazate pe cultură. 

Concluzii
Mutațiile katG315 care conferă rezistență de ni-

vel înalt la Izoniazidă, sau depistat la 94.6% din tul-
pinile M.tuberculosis complex evaluate. Mutații inhA 
promoter, responsabilă de rezistență joasă la INH sa 
depistat în 2.2%. 

La 82.9%  tulpini a fost a fost depistate mutațiile 
rpoB in codonul S531L. În 4.1% au fost depistate atât 
mutațiile responsabile de rezistență față de RIF, dar și 
genele sălbatice corespunzătoare, fenomen care poate 
indica la o posibilă tulpină mixtă.

În 10.6% cazuri rezistența la Rifampicină a fost 
dedusă prin lipsa unei gene sălbatice.

Rezultatele TSM obținute prin metode molecu-
lare ar trebui să fie urmate nu numai de abreviatu-
ra „rezultate rezistente”, dar și de notarea mutațiilor 
identificate cu scopul de a oferi medicilor îndrumare, 
bazată pe cele mai bune dovezi disponibile
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