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Rezumat.

Cresterea numarului cazurilor de tuberculoza rezistenta si esecurile terapeutice in tratamentul acestor forme, impune
necesitatea optimizarii testelor de sensibilitate a M.tuberculosis. Actualmente Inca nu exista o metoda unanim acceptata
si sigura pentru diagnosticul de laborator al TB si de cele mai multe ori se cere aplicarea mai multor metode. Cunoasterea
si analiza sinergica a mutatiilor in genomul M.tuberculosis, evaluarea rezultatelor testelor fenotipice cu diferite nivele de
rezistentd, precum si informatiile despre rezultatele clinice vor imbunatati in mod substantial tratamentul pacientilor cu
TB rezistenta. Evaluarea diferitor tipuri de rezistenta genotipica, cu descrierea mutatiilor care confera rezistenta joasa sau
inalta, este n coerenta nivelul de rezistenta fenotipica, si de asemenea face posibila ajustarea schemelor de tratament, care
la randul lor influenteaza pozitiv la durata si rezultatele tratamentului.

Summary. Discrepancies between the results of M.tuberculosis susceptibility testing by phenotypic and
genotypic methods

The increase in the number of cases of drug-resistant TB and the therapeutic failures in the treatment, imposes the
need to optimize the sensitivity tests of M.tuberculosis. There is still no unanimously accepted and reliable method for
the laboratory diagnosis of TB and most often the application of several methods is required. Knowledge and synergistic
analysis of mutations in the M. tuberculosis genome, evaluation of the results of phenotypic tests with different levels
of resistance, as well as information about clinical outcomes will substantially improve the treatment of patients with
drug-resistant TB. 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 in turn positively influence the duration and results of treatment.
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Pe3tome. Pacxo:kaenusi pe3yasTaToB TecTupoBanusi M.tuberculosis geHOTUNHYECKUMH U TeHOTUNIMYECKUMH
MeTOoaMHu.

YBenuueHue Yrciia Ciy4aeB Pe3UCTEHTHOTO TYOSPKYJie3a U TePANICBTUYCCKUE HEYIaYH B JICYCHUHU 3TUX ()OPM TUKTYIOT
HEOOXOAMMOCTh ONTHMHU3AIIMM TECTOB Ha YyBCTBUTENBbHOCTh M.tuberculosis. B Hacrosiee BpeMsi He CYIIECTBYET
OONICTIPU3HAHHOTO METO 1A Ta00PATOPHOM TUATHOCTUKHU TYOCpKyIie3a 1 B OOJBIIMHCTBE CIIy4acB TPEOyeTCs IPUMCHEHUE
HECKOJIBKMX METOJIOB. 3HAHHC W CHHEPIeTHYCCKUI aHANM3 MyTauui B reHome M.fuberculosis, OlICHKa pe3yJbTaToOB
(hCHOTUIMUYCCKUX TECTOB C Pa3HBIM YPOBHEM DPE3HCTECHTHOCTH, a TAaKkKe WH(OpMAIWS O KIMHUYECKHX pPEe3yJbTarax
CYIIIECTBEHHO YJIyUlIaT JICYCHUE OOJBHBIX PE3UCTCHTHBIM TyOepKyie3oM. OICHKa Pa3IUUHBIX THUIIOB TCHOTUITHYCCKOM
YCTOMYUBOCTH C OMTUCAHUEM MYTAIlHii, 00YCIIaBIMBAOIINX HIU3KYFO HIIH BBICOKYIO YCTOWYHBOCTb, COINIACYETCS C YPOBHEM
(hECHOTUIMUYICCKON YCTOHYMBOCTH, a TAKXKE MMO3BOJSICT KOPPEKTUPOBAThH JICUYCHUE, YTO B CBOIO OUYCPE/b MOJIOKHUTEIBHO
BIIUSICT HA PE3YJIbTATHI JICYCHHUSI.

KuaroueBbie cnoBa: M.tuberculosis, TekapCTBEHHAS yCTOWYHBOCTH, METOIBI TSCTHPOBAHUS YYBCTBUTEILHOCTH.

Introducere.
In ultimele decenii metodele rapide de

fenotipice cantitative de testare a rezistentei la
medicamente si evolutia clinicd, sd se potriveasca

diagnostic si testare a rezistentei la medicamentele
antituberculoase au fost studiate si dezvoltate foarte
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.

Pe masurd ce tehnologiile moleculare sunt in
continud dezvoltare, este important ca informatia
despre rezultatele TS moleculare, despre metodele

(in baze de date verificate calitativ). Acest lucru este
important nu doar pentru mutatii cu relevanta clinica
cunoscutd, ci si pentru marea majoritate a mutatiilor
identificate prin secventierea intregului genom
micobacterian (WGS), fard o semnificatie cunoscuta
inca.

Spre regret, multiplele locatii ale mutatiilor
pentru un medicament si faptul ca rezistenta la fiecare
medicament 1n parte poate implica mutatii in mai
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mult de o gena sau in loci distincti ai aceleiasi gene,
fac ca testele moleculare de detectie a rezistentei
la medicamente sia devind o sarcind dificila. De
exemplu, mutatiile asociate cu rezistenta la INH au
fost gasite in gena catalazei micobacteriene (katG)
si in genele care codificad enzimele ce participa la
sinteza acidului micolic din peretele celular (inhA4).
Totodatd, se cunoaste, ca aproximativ 15-25% din
izolatele rezistente la INH nu contin mutatii In aceste
regiuni, ceea ce indica faptul ca, in rezistenta la acest
medicament, sunt, implicate de asemenea si alte gene.
Rezistenta la RIF este mai usor de evaluat folosind
metodele moleculare, deoarece mai mult de 96% din
tulpinile M. tuberculosis rezistente la RIF contin
mutatii intr-o regiune bine definita - §/-bp (codonul
27), regiunea centrald a genei ce codifica subunitatea
beta a polimerazei ARN (7poB). Totusi, unele mutatii
asociate cu rezistenta la RIF, de asemenea, pot aparea
si in alte regiuni ale rpoB, desi mai putin frecvent (de
ex., mutatia V146F in regiunea N-terminald).
Actualmente inca nu existd o metoda unanim
acceptatd si sigurd pentru diagnosticul de laborator
al TB si de cele mai multe ori se cere aplicarea mai
multor metode, atat pentru detectie si confirmare, cat
si pentru monitorizarea tratamentului antituberculos.
Astfel, dezvoltarea si implementarea testelor
medicamente necesita o abordare complexa a acestor
metode. Pentru compilarea performantelor metodelor
de laborator si pentru utilizarea lor eficientd, cu
generarea de informatii complete si rapide pentru
pacient, este foarte important ca diagnosticul de
laborator sa fie efectuat gradual, pornind de la metode
de complexitate scazuta si continudnd cu metode mai
complexe si mai sigure, de la laboratoare cu facilitati

acesti pasi fiind expusi intr-un singur algoritm de
diagnostic, acceptat si utilizat de catre toti lucratorii
medicali implicati in controlul TB.

Scopul studiului. Evaluarea discrepantelor dintre
medicamente prin metode fenotipice si genotipice.

Material si metode.

Testarea rezistentei fenotipice a M.tuberculosis
a fost efectuata pe medii solide (Lowenstein-
Jensen) si pe medii lichide (Middlebrook 7H9) in
sistemul BACTEC MGIT-960 in combinatie cu soft-
ul EpiCenter echipat cu modulul TBeXiST. Acest
sistem oferd informatii suplimentare pentru estimarea
rezultatelor discrepante si luarea de decizii corecte la
pacientii cu TB MDR, in special in cazurile TB XDR.

Pentru evaluarea rezistentei genotipice si spectrul
de mutatii responsabile de rezistenta la diferite
preparate au fost utilizate metode molecular genetice
GenoType MTBDRplus & sl.

Urmatoarele gene si mutatii care conferd
rezistenta catre medicamente au fost studiate:

Rezultate.

Pentru estimarea ponderii diferitor mutatii
responsabile de rezistenta M.tuberculosis catre
preparatele antibacteriene a fost studiata baza de date
a rezultatelor investigatiilor molecular genetice pe
parcursul anilor 2018-2019 din Laboratorul National
de Referinta a Institutului de Ftiziopneumologie. Au
fost analizate 4570 rezultate ale metodei molecular
genetice MTBDRplus. Astfel, din totalul de probe
testate in 37.9% cazuri (n=1734) au fost sensibile catre
Rifampicina, si in 62.1% cazuri (n=2836) tulpinile
testate au prezentat rezistentd catre Rifampicina.
Cea mai frecventa mutatie care a fost responsabila

Spectrul de mutatii responsabile de rezistenta la diferite preparate antituberculoase. fapela !

Isoniazid Rifampicin FQ INJ
katG rpoB gyrA rrs
Rezistenta inalta Rezistenta inalta Rezistenta inalta 1401 A-G
MUT1 S315T1 MUT 3 S531L (S450L) gyrA MUT3C(gyrA D94G) 1462 A-T
MUT2 S315T2 MUT2AHS26Y (H445Y) gyrA MUT3D(gyrA D94H) 1484 G-T

MUT 2B H526D (H445D) gyrAMUT3B(gyrA D94N/Y) 1486 A-T
Rezistenta joasa Rezistenta joasa Rezistenta joasa eis promoter
inhA promoter MUT 1 D516V (D435V gyrA MUT1 (gyrA A90V) -10 G-A
MUT]I c-15t gyrA MUT?2 (gyrA S91P) -12C-T
MUT? a-16g gyrA MUT3A (gyrA D94A) -14 C-T
MUTS3 t-8c gyrB MUT1 (gyrB N538D) -43 A-T
MUT4 t-8a gyrB MUT?2 (gyrB E540D)




Stiinte Medicale

39

Tabela 2.

Discrepantele prezente in rezultatele metodelor fenotipice (MGIT 960) si moleculare (GeneXpertMTB/RIF/Ultra,
GenoType MTBDRplus/sl).

BACTEC MGIT 960 Xpert Sens Xpert Rez Total
Cultura RIF Sens 910 22 932
Cultura RIF Rez 2 393 395
Discrepante Sens, % 2.4 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 MTBDRplus -Sens MTBDRplus -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 MTBDRsI -Sens MTBDRsI -Rez Total
Cultura FQ Sens 770 25 795
Cultura FQ Rez 25 277 302
Discrepante Sens, % 3.1 1097
Discrepante Rez; % 8.3

de rezistenta a 2067 tulpini de M. tuberculosis a fost
mutatia rpoB cu codonul S531L TCG-TGG, si a
constituit 72.9%. Aceastd mutatie este responsabila de
rezistenta de nivel Tnalt. Doar in 3.7% cazuri (n=106)
rezistenta la Rifampicind a fost provocatd de alte
mutatii si in 23.4% cazuri (n=663) nu au fost depistate
mutatii, dar au lipsit genele silbatice ale ADN M.tb,
si astfel au fost evaluate ca tulpini rezistente.
Sensibile catre [zoniazida au fost depistate 30.9%
tulpini M.tuberculosis (n=1411) si 69.1% (n=3159)
tulpini au prezentat rezistentd. Cea mai frecventa
mutatie responsabila de rezistenta la Izoniazida a fost
mutatia katG cu codonul 315 AGC-ACC, cu prezenta
sau absenta mutatiei inhA — 87.9% tulpini (n=2777).
DoarmutatiainhA aparte a fost detectatd in 2.6% cazuri
(n=81 tulpini). Aceastd mutatie este responsabila de
rezistenta de nivel jos a M.tuberculosis. Pentru 9.5%
tulpini (n=301) nu au fost depistate mutatii, dar au

lipsit genele silbatice ale ADN M.tuberculosis, si
astfel au fost evaluate ca tulpini rezistente.

De asemenea au fost evaluate discrepantele
in rezultatele metodelor fenotipice si genotipice.
Rezultate importante au fost obtinute la evaluarea
metodelor culturale fenotipice, care sunt recomandate
de OMS ca “standardul de aur” in diagnosticul
microbiologic al tuberculozei si metodele moleculare,
care sunt pe larg implementate astazi in practica
laboratoarelor din domeniu, ca metode de rutina.

Astfel, la evaluarea a 1327 de rezultate paralele
obtinute prin metoda BACTEC MGIT 960 si
metoda moleculard GeneXpert MTB/RIF&UItra sau
inregistrat 2.4% discrepante la rezultatele sensibile
pentru Rifampicind (22 rezultate fenotipic sensibile
au demonstrat rezistentd genotipica, din 932 tulpini)
si 0.5% la rezultatele rezistente pentru Rifampicina (2
rezultate din 395 tulpini rezistente).
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Dintre 667 rezultate paralele obtinute prin
metodele genetice GeneXpert MTB/RIF, GeneXpert
MTB/Ultra si GenoType MTBDRplus au fost
inregistrate 4.2% rezultate discrepante la tulpinile
sensibile la GenoType MTBDRplus, dar rezistente la
GeneXpert MTB/RIF (16 tulpini din 382 sensibile) si
1.1% la tulpinile rezistente la GenoType MTBDRplus,
dar sensibile la GeneXpert MTB/RIF (3 tulpini din
285).

La evaluarea a 1679 de rezultate paralele obtinute
prin metoda culturald conventionala BACTEC
MGIT 960 si metoda molecular genetica GenoType
MTBDRplus sau inregistrat 1.3% discrepante la
rezultatele sensibile pentru Rifampicina (12 rezultate
din 941 tulpini sensibile) si 1.1% la rezultatele
rezistente pentru Rifampicind (8 din 738 tulpini
rezistente).

Cele mai elocvente rezultate au fost depistate la
evaluarea rezultatelor paralele obtinute prin metoda
culturala conventionala BACTEC MGIT 960 si
metoda molecular geneticdi GenoType MTBDRs!.
Au fost evaluate 1097 de rezultate paralele obtinute
prin aceste metode. Sau inregistrat 3.1% discrepante
la rezultatele sensibile pentru Florochinolone
(25 rezultate din 795 tulpini sensibile) si 8.3% la
rezultatele rezistente pentru fluorochinolone (25
rezultate din 302 tulpini rezistente).

Discutii.

Metodele moleculare revolutioneaza
managementul pacientilor cu TB rezistenta. OMS
recomanda utilizarea TS moleculare, folosind Xpert
pentru detectarea rezistentei la RMP la persoanele
cu risc sporit de TB-MDR sau HIV asociat cu TB
si utilizarea metodelor LPA comerciale pentru
diagnosticarea rapida a MDR TB.

Pentru cazurile cu discrepante ale rezultatelor
testelor de sensibilitate fenotipice si genotipice,
trebuie sa fie disponibile n plus informatii despre
nivelul de rezistentd si / sau genele si tipurile de
mutatii. Pentru a obtine rezultate fiabile a testelor
de sensibilitate, metodele fenotipice si genotipice
trebuie utilizate 1n paralel, pentru a fi introduse treptat
fara pierderea metodelor culturale existente. Metoda
fenotipicd este inca necesara, pentru corectarea
rezultatelor moleculare ale testelor de sensibilitate, in
special din specimene microscopic negative si pentru
a detecta XDR-TB.

Rezultatele GeneXpert MTB/RIF&UItra si
GenoType MTBDRplus&s!/ stau la baza ludrii
deciziilor clinice, in cazul in care aceste tehnologii
sunt disponibile. Acest lucru este important mai ales
pentru identificarea mutatiilor care apar in gena rpoB,
care rezultd cu rezistenta la RIF.

Pe masurd ce tehnologiile moleculare sunt in
continud dezvoltare, este important ca informatia
despre rezultatele TS moleculare, despre metodele
fenotipice cantitative de testare a rezistentei la
medicamente si evolutia clinicd, sd se potriveasca
(in baze de date verificate calitativ). Acest lucru este
important nu doar pentru mutatii cu relevanta clinica
cunoscutd, ci si pentru marea majoritate a mutatiilor
identificate prin secventiere, fara o semnificatie
cunoscuta Inca.

Concluzii.

Mutatiile katG315 care confera rezistenta de
nivel Tnalt catre [zoniazida, sau depistat la 87.9% din
tulpinile M.tuberculosis complex evaluate, si in 2.6%
sa depistat mutatia inhA (rezistenta joasa).

La 72.9% tulpini a fost a fost depistate mutatiile
rpoB in codonul S531L si in 3.7% codonul H526D,
responsabile de rezistenta la Rifampicina nivel nalt .

Cel mai frecvent au fost constatate discrepante
dintre metode fenotipice si genotipice la testarea
rezistentei cétre fluorochinolone (3.1% printre
cazurile sensibile si 8.3% printre cazurile rezistente).
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