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INTRODUCERE

Actualitatea temei

In ultimul deceniu au fost inregistrate progrese semnificative in eficientizarea diagnosticului
larga instrumente pe baza de amplificare a acizilor nucleici de tipul celor Xpert MTBC/Rif, care
au redus semnificativ intarzierea terapeutica si au facilitat confirmarea paternului de multidrog
rezistentd (MDR) a bolii [1]. La fel, au fost implementate noi medicamente antituberculoase
precum bedaquilina sau pretomanidul si repropuse pentru tratamentul antituberculos preparate
antibacteriene precum linezolidul [2]. Acestea au permis reducerea duratei tratamentului si
imbunatatirea eficacitatii terapiei. Cu toate acestea, TB ramane una dintre cele mai mari provocari
de sanatate publica la nivel global [3]. Astfel in anul 2022 Organizatia Mondiald a Sanatatii a
estimat 10,6 milioane de imbolndviri noi si 1,3 milioane de decese cauzate de tuberculoza.

In prezent, unul dintre cele mai importante obstacole in reducerea impactului tuberculozei
asupra sanatatii publice sunt cazurile de boala cauzate de tulpinile de Mycobacterium tuberculosis
cu rezistentd concomitentd la izoniazida si rifampicina (tulpini MDR) [4]. Incidenta cazurilor de
TB MDR este deosebit de alarmanta in tirile din Europa de Est, unde rata MDR in randul
pacientilor cu TB nou-diagnosticati depaseste 30%, iar in cazurile de retratament - depaseste 50%
[5]. Intreruperea aproviziondrii cu medicamente si implementarea defectuoasi a regimurilor de
tratament in deceniile precedente precum si controlul infectios deficitar de rdnd cu intarzierea
diagnostica au determinat selectia si mentinerea transmiterii active a tulpinilor rezistente si
extinderea endemiei de TB MDR 1in aceastd regiune [3,4,6] In acelasi timp, adaptabilitatea si
diversitatea genetica a tulpinilor de M. tuberculosis complex, ar putea influenta in mod direct
perpetuarea fenomenului de rezistenta si raspandirea bolii. Astfel, caracteristicile genomice ale M.
tuberculosis complex ar putea contribui la selectia si transmiterea tulpinilor rezistente la
medicamente. In special, astfel de caracteristici genomice precum mutatiile compensatorii si
mutatiile homoplazice, ar putea oferi avantaje tulpinilor de M. tuberculosis complex cu rezistenta
la medicamentele antituberculoase [7].

Din perspectiva celor expuse mai sus cercetarea diversitatii genotipice a tulpinilor de M.
tuberculosis complex este esentiald pentru identificarea si caracterizarea tulpinilor rezistente la
medicamente, precum si pentru evaluarea transmiterii acestora in comunitate. Caracteristicile
genotipice ale tulpinilor de M. tuberculosis complex conditioneaza sensibilitatea acestora la
preparatele antituberculaose, iar identificarea acestor determinante este indispensabila

perfectiondrii diagnosticului molecular-genetic al acestei boli.



Studiul detaliat al genomului M. tuberculosis complex ofera informatii esentiale privind evolutia
si adaptabilitatea bacteriei, fiind deosebit de relevant in contextul utilizarii medicamentelor de
ultimd generatie, precum bedaquilina, delamanidul si linezolidul, importante pentru tratamentul
TB MDR. Aparitia si raspandirea rezistentei M. tuberculosis complex la aceste medicamente
impun studii molecular-genetice pentru identificarea mecanismelor implicate. Analiza detaliatd a
mutatiilor asociate rezistentei la medicamente si a profilului genomic al tulpinilor de M.
tuberculosis complex pot oferi informatii semnificative despre evolutia rezistentei si despre modul
in care aceste tulpini se raspandesc in populatie.

Studiile cu utilizarea datelor de secventiere a genomului tulpinilor de M. tuberculosis
complex din Republica Moldova, efectuate anterior prezentei lucrari, au urmarit investigarea
liniilor genotipice circulante ale acestei bacterii si istoricul presupus al transmiterii in aceastd zona
geografica [8,9]. La fel, datele de secventiere au fost aplicate pentru evaluarea fenomenului de
transmite nosocomiald a tulpinilor de M. tuberculosis complex in institutiile medicale specializate
in tratamentul bolnavilor de tuberculozi [10]. In acelasi timp, aspecte precum determinantele
genetice ale raspandirii cu succes anume a tulpinilor de M. tuberculosis complex MDR 1n aceasta
arie geografica precum si cele ce se refera la potentialele asocieri dintre trasdturile genetice ale
tulpinilor micobacteriene si caracteristicile clinice ale bolii tuberculoase au raméds in mare parte
nestudiate.

In aceasta lucrare am urmarit sa evaluim structura genetica a tulpinilor de M. tuberculosis
complex cu patern MDR, izolate pe teritoriul Republicii Moldova, selectate pe o perioada de sase
ani consecutivi, in baza datelor de secventiere a intregului genom micobacterian. Analiza datelor
de secventiere a permis sd caracterizam diversitatea geneticd, evolutia si relatiile filogenetice
dintre tulpinile MDR de M. tuberculosis complex. In special, a fost determinat rolul putativ al unor
caracteristici genomice precum mutatiile homoplazice si cele compensatorii, asupra evolutiei TB
MDR si asocierea genotipurilor M. tuberculosis complex cu caracteristicile clinice ale bolii
tuberculoase. O atentie speciald a fost acordatd asocierii dintre caracteristicile genetice
micobacteriene si potentialele deficiente ale managementului clinic al bolii cu dezvoltarea
rezistentei fatd de medicamentele antituberculoase noi sau cele repropuse cum sunt bedaquilina si
linezolidul.

Cuvinte cheie: TB, M. tuberculosis complex, MDR, diagnostic de laborator, tratament

antituberculos, secventierea intregului genom, factori de risc, linii genotipice.

Domeniul de studiu: Microbiologie
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Scopul lucrarii
De a studia diversitatea genotipica si caracteristicile molecular-genetice ale tulpinilor de

Mycobacterium tuberculosis din Republica Moldova cu impact asupra fenomenului de rezistenta.

Obiectivele cercetarii

1. Aprecierea diversitatii genotipice si a evolutiei temporale a tulpinilor multidrog-
rezistente de Mycobacterium tuberculosis in Republica Moldova.

2. Identificarea determinantelor genetice ale Mycobacterium tuberculosis cu rol putativ in
raspandirea tulpinilor multidrog-rezistente in Republica Moldova.

3. Stabilirea potentialelor asocieri dintre determinantele genotipice cu impact asupra
rezistentei la antimicrobiene a Mycobacterium tuberculosis si evolutiei clinice a
tuberculozei.

4. Identificarea corespondentelor genotipice ale rezistentei micobacteriene la

medicamentele cheie utilizate in tratamentul tuberculozei multidrog-rezistente.

Sinteza metodologiei de cercetare

Pentru atingerea obiectivelor lucrarii au fost realizate trei studii de cercetare care au implicat
atat loturi de cercetare cat si solutii de analiza statistica diferite.

Din perspectiva metodologica primul studiu are o componenta descriptiva a datelor de
epidemiologie moleculara rezultate din secventierea genomurilor M. tuberculosis complex pe
parcursul perioadei 2013-2018, in cadrul careia au fost aplicate statistici comparative pentru a
evidentia diferentele dintre liniile genotipice de M. tuberculosis complex din Republica Moldova.
In special, au fost comparate determinantele genetice asociate cu rezistenta la medicamentele
antituberculoase, frecventa si tipul mutatiilor compensatorii precum si a celor homoplazice. La fel,
acest studiu a inclus o componenta analitica Tn cadrul careia a fost aplicat un model de regresie
logisticd multipla pentru a evidentia asocierea dintre determinantele genotipice ale diferitor linii
de M. tuberculosis complex si caracteristicile clinice ale tuberculozei, precum severitatea leziunilor
imagistice si rezultatul negativ al tratamentului antituberculos.

Cel de al doilea studiu a inclus o componentd descriptivd de documentare a aparitiei
rezistentei la bedaquilina, la scurt timp de la includerea acestui medicament in schemele de
tratament la bolnavii cu TB MDR in Republica Moldova si a corelatiilor geno-fenotipice a
rezistentei fatd de acest medicament. Complementar, studiul a inclus o componenta analiticd in
cadrul céreia a fost generat un model de regresie logisticd multipla, care a evaluat factorii asociati
cu rezultatul negativ al terapiei antituberculoase, inclusiv potentiala asociere cu linia genotipica a

M. tuberculosis, 1a bolnavii cu TB MDR care in regimul terapeutic administreazd bedaquilina.
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Cel de al treilea studiu a reprezentat un studiu de cohorta in care au fost evidentiati factorii
de risc de achizitionare de catre M. tuberculosis complex pe parcursul tratamentului antituberculos
a rezistentei fata de linezolid, concomitent, fiind descrise frecventa fenomenului de rezistenta la
linezolid si mutatiile genotipice asociate cu rezistenta la acest medicament la tulpinile MDR de M.

tuberculosis complex din Republica Moldova.

Sumarul compartimentelor tezei

Teza este expusd pe 129 pagini de text si include: introducere, patru capitole, concluzii
generale si recomandari, bibliografia ce contine 210 titluri, doua anexe, 15 tabele si 22 figuri.

In Introducere este argumentatd actualitatea si necesitatea prezentei lucriri. Sunt expuse
scopul si obiectivele cercetarii. Este descrisa noutatea si originalitatea problemei, solutionarea
metodologica, importanta teoreticd si valoarea aplicativa a lucrarii. Sunt aduse informatii despre
aprobarea si implementarea rezultatelor stiintifice.

In Capitolul I, se prezinta si se sintetizeaza date relevante din literatura de specialitate,
privitor la liniile genotipice ale M. tuberculosis complex. Sunt detaliate tehnicile de analiza
genomul micobacterian asociate cu rezistenta la medicamentele antituberculoase, precum si
potentialele caracteristici genotipice care ar putea favoriza selectia evolutiva a tulpinilor de M.
tuberculosis complex.

In Capitolul II, sunt descrise metodologia si rezultatele cercetirii dedicate reconstructiei
filogenetice a tulpinilor MDR ale M. tuberculosis complex din Republica Moldova. Se descrie
evolutia temporald a acestora. Se analizeaza rolul mutatiilor homoplazice si a celor compensatorii
si rolul putativ in evolutia liniilor genotipice ale tulpinilor M. tuberculosis complex prezente in
Republica Moldova. La fel, sunt descrise asocierile dintre liniile genotipice ale M. tuberculosis
complex si leziunile cavitare precum si rezultatul negativ al tratamentului antituberculos la bolnavii
TB MDR.

In Capitolul III sunt descrise metodologia si rezultatele cercetirii dedicate analizei
achizitionarii rezistentei la bedaquilina in primii doi ani de la introducerea acestui medicament in
schemele de tratament TB MDR in Republica Moldova. Sunt raportate, frecventa fenomenului,
spectrul mutatiilor asociate cu rezistenta la bedaquilina si factorii micobacterieni asociati cu esecul
terapiei la bolnavii care au administrat acest medicament ca si parte a tratamenului pentru TB
MDR.

In Capitolul IV sunt descrise metodologia si rezultatele cercetirii dedicate analizei dobandirii

rezistentei la linezolid la bolnavii cu TB MDR in Republica Moldova. Similar capitolului
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precedent sunt descrise, frecventa fenomenului, spectrul mutatiilor asociate cu rezistenta precum
st factorii de risc asociati, cit si riscul de aparitie a rezistentei fatd de acest medicament.
Concluzii generale si recomandari. Acest compartiment contine sase concluzii generale si

patru recomandari care raspund la ipotezele de cercetare incluse in obiectivele lucrarii.

Noutatea si originalitatea

Rezultatele prezentului studiu descriu diversitatea genotipica a M. tuberculosis complex din
Republica Moldova in baza analizei datelor de secventiere a intregului genom micobacterian
(Whole Genome Sequencing) obtinute in baza unui lot de izolate micobacteriene selectate dintr-o
perioada de timp semnificativ mai lunga (6 ani) decat in studiile anterioare, ceea ce a permis
descrierea evolutiei temporale a genotipurilor micobacteriene si a determinantelor genetice ale
rezistentei la medicamentele antituberculoase. Utilizand acelasi set de date de secventiere a fost
analizat, pentru prima datd pe un lot de izolate provenit din Europa de Est, rolul putativ al
mutatiilor compensatorii si a unor mutatii homoplazice in evolutia endemiei de TB MDR in aceasta
regiune, anterior asocierile dintre aceste tipuri de mutatii si caracteristicile tulpinilor de TB MDR
au fost descrise doar pe izolate provenite din Asia Centrala si Africa de Sud. La fel, elementul
novatoriu al lucrarii este asigurat de evidentierea asocierilor dintre deficientele de management
clinic si aparitia rezistentei la preparatele antituberculoase la bolnavii TB tratati in cadrul

Programului national de raspuns la tuberculoza din Republica Moldova.

Rezultatele obtinute care au contribuit la solutionarea unei probleme stiintifice,

aplicative importante.

- Majoritatea covarsitoare a tulpinile MDR de M. tuberculosis complex circulante in Republica
Moldova apartin intr-o proportie relativ stabila (pe durata observata in studiu) liniilor genotipice
L2 (2.2.1 Central Asia 56%, 2.2.1 Europe/Rusian W148 outbreak 22%, 2.2.1 Central Asia
outbreak 17%) si L4 (4.2.1 Ural 91%), care manifesta diferente semnificative in rezistenta la

medicamentele antituberculoase.

- Tulpinile MDR ale M. tuberculosis complex ce apartin liniei genotipice L2, circulante in
Republica Moldova, se caracterizeaza prin forme cu leziuni imagistice mai severe de
tuberculoza pulmonara, fapt asociat cu prezenta In genomul micobacterian a mutatiei Rv2828c

T141R, fiind observata o selectie pozitivd pentru aceastd mutatie.

- Tulpinile MDR ale M. tuberculosis complex ce apartin liniilor genotipice L4, circulante in
Republica Moldova, se caracterizeaza printr-o rata deosebit de mare de transmitere in populatie,

unul dintre factorii potentiali asociati cu succesul epidemiologic al acestor tulpini fiind prezenta
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mutatiilor compensatorii pentru rifampicind in gena rpoC a micobacteriei.

- In conditiile managementului programatic al bolnavilor de tuberculozi in Republica Moldova
rezistenta tulpinilor de M. tuberculosis complex la medicamentele noi si repropuse precum
bedaquilina si linezolidul este achizitionatd secundar tratamentului TB MDR prin aplicarea

unor scheme de tratament deficitare.

Semnificatia teoretica

Rezultatele acestei lucrari oferd argumentarea teoreticad pentru succesul raspandirii liniilor
filogenetice de M. tuberculosis complex L2 si L4 in Republica Moldova, in special identificand
unele determinante genetice asociate cu selectia pozitiva a genotipurilor L2 precum si a altora care
avantajeaza raspandirea genotipurilor L4. In cazul tulpinilor L2 caracteristicile genetice
identificate ar conditiona forme mai grave de tuberculoza pulmonara (forme cavitare, cu risc sporit
de esec al terapiei) cu o potentiald infectiozitate mai prelungita a acestor bolnavi, iar in cazul
tulpinilor L4 achizitionarea mutatiilor compensatorii (rpoC) ar Tmbundtdti adaptabilitatea
biologica a acestor tulpini, fiecare dintre modificarile genetice mentionate ar avantaja transmiterea
in populatie a genotipurilor respective. La fel, teza aduce ilustrarea teoretica a achizitionarii
rezistentei la medicamentele antituberculoase noi, secundar includerii acestora in scheme

terapeutice deficitare utilizate la bolnavii de TB MDR.

Valoarea aplicativa

Datele privitor la particularitatile corelatiei rezistentei geno-fenotipice si diferentele acestora
dintre cele doud genotipuri identificate (L2 si L4) in prezentul studiu isi pot gési aplicatia in
complex. La fel, determinantele genetice gasite in prezentul studiu, ca fiind asociate raspandirii
deosebit de eficiente a genotipurilor L2 si L4 a tulpinilor MDR ale M. tuberculosis complex in
Republica Moldova, pot fi aplicate in studierea molecular-epidemiologicd a focarelor de
tuberculoza in cadrul anchetelor epidemiologice. Aditional, datele privind achizitionarea
rezistentei la bedaquilina si linezolid pot fi utilizate de catre medicii specializati in tratamentul TB
MDR precum si de catre specialistii In sdnatate publicd pentru a ghida deciziile terapeutice si a
reduce riscul de dezvoltare a rezistentei secundare la medicamentele esentiale utilizate in prezent
in tratamentul TB MDR, precum si la medicamentele noi care urmeaza a fi implementate in cadrul

Programului national de raspuns la tuberculoza.
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Implementarea rezultatelor

Rezultatele tezei au fost implementate in cadrul Laboratorului National de referintd in
Microbiologia Tuberculozei din cadrul Institutului de ftiziopneumologie ”’Chiril Draganiuc”, fiind
obtinute doud acte de implementare in procesul stiintifico-practic si doud certificate de inovator.

Rezultatele tezei au fost reflectate in 15 publicatii stiintifice, inclusiv 3 articole in reviste
indexate 1n baza de date Web of Science, 2 - articole in reviste din registrul national al revistelor

de profil, 10 - teze. La fel, rezultatele tezei au fost prezentate la 12 foruri si evenimente stiintifice.
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1. MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS - DETERMINANTE GENETICE
ASOCIERI EPIDEMIOLOGICE SI CLINICE

1.1 Povara epidemiologica asociata infectiei cu Mycobacterium tuberculosis complex

Tuberculoza (TB) a fost In mod constant o cauza majora de morbiditate si mortalitate la nivel
mondial. Conform datelor OMS in anul 2022, la nivel mondial incidenta estimata a tuberculozei a
constituit circa 10,6 milioane cazuri, ceea ce corespunde la 133 cazuri la 100.000 populatie. in
acelasi timp 27% dintre aceste cazuri raman in continuare nediagnosticate [11]. La ora actuala
tuberculoza ocupa locul doi in topul cauzelor de deces determinat de un singur agent infectios
(intaietatea fiind detinuta de SARS-Cov2), epidemia fiind sustinutd de transmiterea continud a
infectiei in comunitate.

In prezent, provocarea majori in controlul tuberculozei este dati de necesitatea asiguririi la
scara larga a diagnosticului prompt si oferirea tratamentul eficient in cazurile de boala provocate
de tulpinile multidrog-rezistente (MDR) de Mycobacterium tuberculosis complex (MTBC).

Rata cazurilor de tuberculoza cu rezistenta la cel putin un medicament antituberculos la nivel
global constituie 11%, incluzand si cazurile de TB MDR carora le revine circa 5% din numarul
total de cazuri de tuberculoza [12].

Tuberculoza rezistentd la medicamente, inclusiv formele multidrog-rezistente (MDR) si cu
rezistentd extinsa (XDR), sunt endemice in tarile din Europa de Est si Asia Centrald. In aceste
regiuni prevalenta MDR 1n randul pacientilor cu TB nou diagnosticati ajunge la 30%, in timp ce
in randul cazurilor de retratament depaseste 50% [13,14]. Intreruperile in aprovizionarea cu
medicamente si administrarea inadecvata a regimurilor de tratament se numara printre factorii care
au favorizat selectia clonelor de TB MDR in aceste zone geografice in perioada anilor *90 a
secolului XX. In acelasi timp, controlul deficitar al infectiei in comunitate impreuni cu intarzierile
in diagnosticare si tratament contribuie la transmiterea activa a tulpinilor rezistente si la extinderea
epidemiei de TB MDR la ora actuald [7,15]. Cu toate acestea, ar putea fi ca unele caracteristici
genetice ale MTBC sd contribuie la selectia si transmiterea micobacteriilor rezistente la
medicamente in aceste regiuni. Datele din unele zone geografice (altele decat Europa de Est si
Asia Centrald) arata ca astfel de trasaturi genetice precum mutatiile compensatorii sau homoplazia,
ar putea conferi avantaje tulpinilor de MTBC 1n sensul perpetuarii rezistentei la medicamente [16].

La ora actuald Republica Moldova infrunta o importantd endemie de tuberculoza MDR
[8,17]. La nivel mondial, Republica Moldova se afld printre tarile cu cele mai inalte rate ale
tuberculozet MDR acestea constituind 28% printre cazurile noi si 58% printre cazurile de

retratament. Din aceste considerente tara noastra a fost inclusd in lista OMS a tarilor cu prioritate
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inaltd in raspunsul la tuberculoza MDR. Depasirea provocdrilor date de tuberculoza MDR 1in
Republica Moldova depinde in mare masurd de accesul la medicamentele antituberculoase si la

metodele de diagnostic rapid al acestei boli [18-20].

1.2 Identificarea si aprecierea sensibilitatii fata de medicamentele antituberculoase a
tulpinilor de Mycobacterium tuberculosis complex

Diagnosticul tuberculozei presupune identificarea in specimenele biologice colectate de la
persoana suspecta de tuberculoza a micobacteriilor ce apartin MTBC [21]. Materialul colectat
poate fi supus examindrii atat prin testele clasice precum microscopia sau cultura, cat si prin
metode biomoleculare rapide (metode molecular-genetice/metode moleculare). Diagnosticul
antituberculoase, pentru care standard de referinta ramane a fi metodele pe baza de culturd (metode
fenotipice). Cu toate acestea tendinta generald in acest domeniu este de substituire in viitorul

.....

genetice (metode genotipice) [22].

Examinarea microscopica

Examenul microscopic pentru identificarea MTBC a fost propus mai mult de 100 de ani in
urma. Microscopia ramane a fi o metodd simpla, rapida, usor de reprodus si ieftind, dar cu o
sensibilitate redusa (25-82%). Pragul de detectare a MTBC prin microscopie fiind de 5000-10000
germeni/ml produs. Microscopia nu poate oferi informatii despre viabilitatea germenilor si
sensibilitatea fatd de medicamentele antituberculoase [23,24]. Acuratetea diagnosticd a
microscopiei este deosebit de redusa la persoanele cu HIV, la copii si in cazul specimenelor
extrapulmonare.

Particularitdtile moleculare ale peretelui celular al micobacteriilor fac posibila vizualizarea
acestor microorganisme la microscopia optica doar dupa colorarea prin tehnici speciale, Zhiel-
Neelsen sau Kinyoun [25]. O alternativd cu sensibilitate mai mare o reprezintd coloratiile

fluorescente cu auramina [26,27].

Metode de izolare si testare a sensibilitatii pe baza de cultura

Cultivarea MTBC reprezintd metoda de referintd in diagnosticul bacteriologic al

.....

.....

produs, dar in acelasi timp, este o0 metoda laborioasa si complexa care nu poate fi corect efectuata

decét in laboratoare specializate [28,29].
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Cultivarea MTBC poate fi efectuatd atat pe medii de crestere solide (Lowenstein-Jensen,
Middlebrook 7H11), cat si lichide (Middlebrook 7H9). Dintre mediile solide pe baza de ou sau
agar cel mai frecvent utilizat este mediul Lowenstein-Jensen. Pentru cultivarea pe medii lichide
cel mai frecvent sunt utilizate tuburile MGIT - Mycobacteria Growth Indicator Tube (MGIT), care
contin mediu pe baza de bulion Middlebrook 7H9 [30]. Pe langa mediul de crestere tuburile mai
contin un amestec de antibiotice (PANTA) cu scop de a inhiba cresterea altor bacterii si a fungilor.
La baza tubului se afla un indicator fluorescent, impregnat intr-o membrana de silicon, care devine
pozitiv in conditii de hipoxemie, secundar cresterii micobacteriilor. Tuburile MGIT sunt incubate
in mod automatizat in dispozitive de tipul celor BACTEC MGIT 960. Rezultatul culturilor pe
mediu lichid este obtinut semnificativ mai repede (in medie 12 zile) comparativ cu culturile pe
mediu solid (in medie 25 zile) [31]. Cu toate acestea, pentru a spori acuratetea diagnosticad este
recomandata cultivarea 1n paralel atat pe medii lichide, cat si solide. Identificarea micobacteriilor
in culturile pozitive poate fi facuta prin metode moleculare (in acest caz pot fi identificate inclusiv
micobacteriile nontuberculoase) sau prin teste imuno-cromatografice rapide bazate pe detectarea
antigenilor micobacterieni [28].

Testarea fenotipicd a sensibilitaitiit MTBC la medicamentele antituberculoase poate fi
efectuatd atat pe medii solide, cat si pe cele lichide [25]. Rezultatele testarii rezistentei la
medicamente pot fi influentate de mai multi factori, care depind de natura si proprietatile agentului
patogen, metoda aplicata, tipul de rezistentd (fenotipicd sau genotipica) [32,33].

In cazul mediilor solide de regula este utilizati una dintre metodele indirecte de testare a
absolute. Aceste metode sunt standardizate in mare parte doar pentru medicamentele
antituberculoase de linia intai (rifampicina, izoniazida, etambutolul si pirazinamida), iar rezultatele
sunt obtinute dupa o perioada de pand la 8 saptamani [34]. Cel mai des utilizata pentru testarea
sensibilitatii MTBC, inclusiv in Republica Moldova, este metoda indirectd a concentratiilor
absolute. Neajunsul principal al acestei metodei consta in caracterul laborios si timpul indelungat
de obtinere a rezultatelor [28].

Metoda de referintd pentru testarea fenotipica a rezistentei la medicamente este considerata
cultura lichida in tuburi MGIT. Aceasta tehnica este validatd pentru majoritatea medicamentelor
antituberculoase si ofera rezultatele privitor la sensibilitate peste doud sdptaimani de la inoculare.
De reguld, pentru incubarea tuburilor MGIT sunt utilizate sistemele BACTEC MGIT 960 cu
aplicarea concentratiilor critice a medicamentelor testate (CCM) [35]. Concentratia critica se
defineste ca acea concentratie minima a medicamentului care in vitro inhiba cresterea a 99% dintre

tulpinile sdlbatice de MTBC. Pentru fiecare dintre medicamentele antituberculoase sunt definite
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CCM standard, care sunt periodic revizuite [36]. Pentru interpretarea testelor de sensibilitate pe
baza echipamentului BACTEC MGIT 960 a fost dezvoltata programa computerizatd TBeXiST
care permite monitorizarea continud a cresterii si o analiza mai detaliata a rezultatelor obtinute

[37].

Teste molecular-genetice pe baza reactiei de polimerizare in lant (PCR) aplicate in

identificare a M. tuberculosis complex si apreciere a rezistentei la medicamente

Testele GeneXpert

Testele de diagnosticare a tuberculozei s-au imbunatatit substantial in ultimii ani. La ora
actuala OMS recomanda utilizarea a doua tipuri de teste in calitate de teste de prima intentie la
majoritatea persoanele cu simptome sugestive pentru tuberculoza - GeneXpert (Xpert) si Truenat
(utilizat cu precadere in India) [24].

Instrumentele GeneXpert MTBC/Rif si GeneXpert MTBC/Rif Ultra au devenit cele mai
importante instrumente pentru diagnosticul rapid al tuberculozei, in special in contextul gestionarii
formelor de tuberculoza rezistente la medicamente. Tehnica GeneXpert, dezvoltata de Cepheid,
este o metodd moleculard utilizatd pentru detectarca MTBC si identificarea rezistentei la
rifampicind. Aceasta tehnologie utilizeaza tehnica PCR in timp real pentru a amplifica si detecta
specific secvente de ADN asociate cu MTBC. Testul s-a impus prin rapiditate (cca 2 ore din
momentul initierii prelucrarii probei in laborator), simplitatea efectudrii si automatizarea completa,
ceea ce face posibila implementarea inclusiv in laboratoare cu dotari minimale cu un personal cu
instruire elementard. Unele diferente tehnice fac ca Xpert MTBC/Rif Ultra sd se bucure de o
sensibilitate mai mare (plus 10-15%) comparativ cu Xpert MTBC/Rif, dar cu pierderea a 2-3%
din specificitatea testului. De curand a fost anuntat si implementat in practicd GeneXpert XDR TB
care permite testarea rezistentei la izoniazida, fluorochinolone aminoglicozidele injectabile si
etionamida [38,39].

Testele de hibridizare liniara (Line Probe Assay - LPA)

Tehnicile LPA se bazeaza pe tehnologia de amplificarea si hibridizare a fragmentelor ADN
de interes pe bandelete de nitroceluloza ceea ce permite identificarea moleculara a MTBC si

Pentru efectuarea testului este necesard izolarea prealabild a ADN-ului si amplificarea
secventelor de interes. Secventele ADN amplificate sunt hibridizate cu sonde oligonucleotidice
specifice complementare. Reactia de hibridizare este realizatd pe bandelete de nitroceluloza, pe
care produsul de hibridizare poate fi citit vizual sub forma de benzi monocrome fiecare dintre care

corespunde unei secvente de amplificare [40]. Astfel, LPA permite detectarea simultand a mai
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multor mutatii de interes intr-un numar mare de probe. Timpul de efectuare a testelor LPA variaza
intre 24-48 ore. LPA poate fi efectuat pe probele de sputa nativa cu microscopie BAAR pozitiva
sau pe izolatele din culturd. OMS a aprobat pentru utilizare unele dintre variantele comerciale de
LPA existente la moment. Doud dintre acestea permit de a detecta MTBC si apreciaza
sensibilitatea fatd de izoniazidd si rifampicind (GenoType MTBDRplus ver. 1 si 2 (Hain
Lifescience/Bruker, Germany), Genoscolar NTM+MDRTB kit 2 (Nipro, Japan)). Un alt test LPA
(GenoType MTBDRsl ver. 1 si 2 (Hain Lifescience/Bruker, Germany)) [41]. Acuratetea
diagnostica a acestor trei teste in specimenele cu microscopie BAAR pozitiva este similard atat
fatd de rifampicina (sensibilitatea 97% si specificitatea 98%) [42]. In cazul fluorochinolonelor si
aminoglicozidelor sensibilitatea oferita de LPA variaza intre 80-97%, iar specificitatea atinge
100% [43,44].

Sistemele de diagnostic molecular genetic de inalta capacitate

Sistemele de diagnostic molecular genetic de inalta capacitate, cum ar fi Fluorotype MTBDR
Mycobacterium tuberculosis complex (MTBC) la medicamentele izoniazida si rifampicind. Aceste
sisteme folosesc tehnici moleculare pentru a detecta ADN-ul bacteriei si pentru a evalua
modificarile genetice care pot conferi rezistenta la aceste medicamente [45].

Fluorotype MTBDR este un test PCR multiplex fluorescent efectuat intr-un singur tub.
Testul poate determina sensibilitatea la izoniazida si rifampicind a tulpinilor de MTBC direct din
probele native. Sistemul este semiautomat, concomitent fiind analizate 96 de probe. Rezultatele
sunt obtinute peste 3 ore de la initierea testului, interpretarea fiind la fel automatizata [46].

BD MAX MDR-TB un test pe baza de PCR real-time multiplex. Testul este complet
automatizat, analizdnd concomitent 24 de probe, rezultatul este obtinut peste patru ore de la

initierea procesarii [47].

Teste molecular-genetice pe baza de secventiere a genomului micobacterian aplicate in
genotiparea si aprecierea rezistentei la medicamente a Mycobacterium tuberculosis complex

Secventierea de noua generatie (Next Generation Sequencing - NGS)

Secventierea de noua generatie este o0 metoda care poate oferi cele mai detaliate informatii
privitor la profilul de rezistentd genotipica al MTBC. Avantajul major al NGS fata de metodele pe
baza de cultura este rapiditatea obtinerii rezultatelor, iar fata de testele molecular-genetice pe baza

de PCR - detectarea nu doar a mutatiilor incluse in test, dar caracterizarea completa si detaliatd a
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intregului genom (in cazul tehnicii de Whole Genome Sequencing - WGS) sau a fragmentelor
genomice de interes (in cazul la Targeted NGS - TGS) [48].

Efectuarea NGS include urmatoarele etape (Figura 1): 1) extragerea ADN (existd o varietate
de kituri comerciale pentru extragerea ADN-ului purificat cu greutate molecularda mare); 2)
pregétirea bibliotecii de ADN - presupune fragmentarea chimica a ADN-ului genomic pana la
molecule scurte (100-500 pb), ulterior la capetele contondente ale fragmentelor obtinute sunt fixate
oligonucleotide specifice numite adaptoare care sunt amplificate prin PCR; 3) efectuarea
automatizatda a NGS; 4) citirea si interpretarea datelor care necesita aplicare de programe
specializate disponibile fie in acces liber (PhyReSE, TB Profiler, Mykrobe, etc.) fie ca versiuni
comerciale [49-51].

In procesul da analizi a datelor obtinute prin NGS are loc compararea secventelor
nucleotidice a tulpinii studiate cu cele din cataloagele de referinta si identificarea polimorfismelor
in genele determinante a rezistentei. Unul dintre aceste cataloage - ReSeqTB - este elaborat si
mentinut de catre OMS, dar exista si alte baze de date manageriate de institutii de cercetare sau
consortii internationale [52].

Capacitatea NGS de a determina rezistenta tulpinilor micobacteriene nu este aceeasi pentru
toate medicamentele antituberculoase. Aceasta depinde de cunoasterea genelor responsabile de
rezistenta fatd de medicamentul respectiv. Astfel, aprecierea rezistentei fatd de rifampicind,
izoniazida, fluorochinolone, aminoglicozide, etambutol si pirazinamida la ora actuald se face cu o
acuratete Tnalta, in timp ce diagnosticul rezistentei fata de bedaquilina sau linezolid Tnca necesita
perfectare [53,54]

Tendintele in domeniul de implementare in practica curentd a NGS (pentru testarea
curand pe baza de TGS, care ar permite de a efectua Intr-un singur ciclu toate etapele secventierii
direct din specimenele native, fard izolarea prealabila a tulpinii de MTBC. Diagnosticul nemijlocit
din specimenele native este o provocare importanta a tehnicilor de secventiere, aceasta datorita
continutului important in probele clinice (> 99%) a ADN-ului nonmicobacterian (uman sau al altor
microorganisme) [55].

De curand au fost raportate date promitatoare privitor la utilizarea clinica a unor instrumente
special este vorba de Deeplex Myc-TB (Genoscreen, Lille, France) [56] si DeepCheck-TB
(Translational Genomics Research Institute, Flagstaff, USA). La fel, sunt in proces de elaborare

instrumente care sa corespunda criteriilor de “test aplicabil la patul pacientului” cu utilizarea
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platformelor de secventiere MinlON (Oxford Nanopore, Oxford, UK) sau iSeq Illumina (San
Diego, USA) [57,58].
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Figura 1. Etapele secventierii intregului genom al M. tuberculosis complex [59]

NGS a fost cu succes aplicata in studiile nationale de supraveghere a rezistentei in mai multe

regiuni ale lumii, iar in unele tari cu incidentd joasd a tuberculozei deja a substituit in totalitate

.....

antituberculoase.

Tehnicile de secventiere a genomului micobacterian (in special WGS) pot fi utilizate nu doar
in scopul diagnosticului tuberculozei si aprecierii profilului de rezistenta, dar si pentru genotiparea
MTBC. Analiza datelor de genotipare pot fi aplicate pentru investigarea epidemiologica a
focarului de boala, elaborarea medicamentelor si vaccinurilor precum si in Intelegerea evolutiei si
patogeniei MTBC [62]. Altfel spus, analiza datelor de secventiere permite identificarea sursei de
infectie si a cailor de transmitere, intelegerea evolutiei temporo-spatiale a MTBC si a dezvoltarii
rezistentii la medicamentele antituberculoase [62—64].

Genotiparea speciei se face in special in baza analizei unor regiuni tinta (gene tintd). Una
dintre aceste regiuni tintd corespund genelor codificatoare a componentelor necesare pentru
sinteza ARNr 168, care intra in structura subunitatii mici ribozomale RNP 30S. Alte regiuni tinta
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sunt date de genele house-keeping esentiale pentru sinteza proteinelor care participa in cele mai
importante procese moleculare cum este transcriptia sau replicarea MTBC, fiind cazul genelor
rpoB, gyrB, hsp65, secA. De asemenea pot fi analizate regiunile ’spacer” din genele pentru sinteza
ARNr 16S-23S rRNA. Unul din avantajele secventierii genei rpoB, este posibilitatea de a
diferentia dintre microorganismele MBTC, cat si NTM, precum si de a identifica mutatiile ce
confera rezistenta la rifampicind [65,66].

De mentionat cd genotiparea MTBC 1n scopul analizei epidemiologice sau filogentice ar

putea fi efectuata si prin alte metode decat secventierea.

1.3 Metode nonsecventiale de genotipare a Mycobacterium tuberculosis complex

Metodele de genotipare pot fi clasificate in metode bazate pe secventiere precum este
WGS/NGS si metode nonsecventiale care se pot imparti in doua categorii: 1) neamplificate (pe
baza de gel) asa ca gel electroforeza in camp pulsatoriu (PFGE) si RFLP si 2) metodele de
amplificare (bazate pe PCR), acestea sunt spoligotiparea, MIRU-VNTR, RAPD-PCR, PCR bazat
pe secvente repetitive (REP- PCR)[67].

Spoligotiparea

Spoligotiparea se bazeaza pe evaluarea polimorfismelor regiunii conservate CRISPR
(Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats) din genomul bacterian. Tehnica
implica amplificarea prin PCR a regiunii DR (Direct Repeat - 36 pb), care in cazul micobacteriilor
tuberculoase cuprinde 43 de regiuni ”spacer” cu pozitie inalt conservata si lungime de 35-41 pb
[68]. Ordinea “’spacerilor” poate fi urmarita la descendentii filogenetici ai tulpinii index. In prezent,
au fost identificate 94 de secvente ,,spacer” diferite, dintre care 43 sunt utilizate in spoligotiparea
tulpinilor MTBC. Dupa amplificare, produsele PCR denaturate se aplica in ordine inversata pe o
membrana pe care sunt incorporate oligonucleotide ”spacer” sintetice legate covalent, deduse din
secventele regiunii DR ale celor douad tulpini de referinta (M. tuberculosis complex H37Rv si M.
bovis BCG P3). Caracterizarea tulpinii (spoligotipului) se bazeazd pe prezenta sau absenta
’spacerilor”, fiind obtinut un profil tradus intr-un cod binar (0 = absent, 1 = prezent) [69-71].

Tehnica MIRU-VNTR

Aproape toate genomurile eucariotelor superioare poseda secvente repetate in tandem, care
sunt dispersate in mii de copii in genom. Frecventa de repetare a acestor loci este foarte variabila,
astfel ca aceste secvente sunt numite loci cu numadr variabil de repetitii in tandem (VNTR —
variable number tandem repeats) [72].

in 1997, Supply et al., au identificat in genomul MTBC o noui structurd aseminitoare

minisatelitilor, compusa din secvente repetitive de la 50 pana la 150 pb si le-au denumit ,,unitéti
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repetitive micobacteriene intercalate” (MIRU - Mycobacterial Interspersed Repetitive Units).
Acestea sunt raspandite in 41 de locatii de-a lungul genomului M. tuberculosis complex H37Rv
(genom de referintd). Aplicarea PCR pentru 12 dintre acesti loci variabili repetati in tandem
urmate de electroforeza In gel, reprezintd principiul genotiparii MIRU-VNTR. [73]. MIRU-VNTR
are o putere discriminatorie mai mare decat spoligotiparea, iar folosirea lor combinatd creste
acuratetea studiilor epidemiologice cu aplicare acestor tehnici [74—76].

Tehnica IS6110 RFLP

Genotiparea RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) detecteazd variatiile
generate de elementul de insertie IS6110 din genomul micobacterian. Elementele de insertie sunt
capabile sa-si faca copii si apoi sd-si insereze copia oriunde in genom, proces cunoscut sub numele
de transpozitie. Tulpinile pot fi diferite, atdt dupd numarul de copii ale IS6110, cat si dupa pozitia
IS6110 in ADN-ul bacterian [77].

Secventa IS6110 apartine familiei IS3 (secventa de insertie 3) si are o lungime de 1355 pb
cu repetitii terminale inversate unice de 28 pb (TIR - Inverted Tandem Repeats). Regiunea dintre
aceste repetdri include doud cadre de citire suprapuse, orfA si orfB, care codificd pentru o
transpozaza (enzima responsabild de transpunerea secventei de insertie) [78]. IS6110 se gaseste
exclusiv in MTBC [79]. La majoritatea membrilor complexului secventa este prezenta in mai
multe copii, desi M. bovis contine, in mod normal, doar o singura copie. In general, numarul de
copii ale [S6110 variaza de la 0 la 25 si depinde de frecventa transpozitiei, care este conditionata
de natura regiunii genomice unde are loc transpozitia. Desi, IS6110 poate fi integrat in orice loc
de pe cromozom, existd regiuni cu frecventd mai mare de transpozitie - asa-numitele puncte
fierbinti de integrare. Ele sunt localizate, de obicei, in regiunile codificatoare ale ADN-ului MTBC

[78].

1.3 Liniile filogenetice ale Mycobacterium tuberculosis complex - particularitati
epidemiologice si caracteristici clinice

Tuberculoza este cauzata de tulpini micobacteriene ce apartin Mycobacterium tuberculosis
complex (MTBC). Sunt descrise cel putin sapte linii filogenetice de MTBC adaptate la specia
umana (in ultima perioada este discutatd si cea de a opta), fiecare dintre care are caracteristici
distincte in ceea ce priveste evolutia, transmisibilitatea, rezistenta la medicamente, interactiunea
cu gazda si latenta [80].

Liniile filogenetice de MTBC patogene la om si la animale 1si au originea de la un progenitor
comun de pe continentul african (Figura 2) insa, evenimentele moleculare care au insotit aceasta

aparitie rdman in mare parte necunoscute [81]. Frecventa si distributia liniilor de MTBC sunt
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influentate de mediu, in acelasi timp, depinzand de factori sociali, economici si ecologici [82].
Liniile MTBC au co-evoluat de-a lungul mileniilor si diferd in ceea ce priveste distributia
geografica si asocierea cu subpopulatiile umane. Diseminarea temporo-spatiald a tulpinilor de
MTBC a fost puternic influentatd de migratia speciei umane precum si de caracteristicile genetice
ale celei din urma [83]. Liniile MTBC adaptate la om sunt caracterizate de o distributie geografica
diferentiata, unele linii "generaliste", precum linia L2 si L4, sunt prezente In majoritatea regiunilor
geografice, iar altele "specializate" (L5, L6 si L7) au o distributie geograficd limitata [84,85].
Astfel, cele mai raspandite sunt liniile L2 si L4, aceasta probabil, secundar unei virulente mai mari
sau/si a unui raspuns imun proinflamator intarziat sau redus din partea gazdei, ceea ce se exprima
intr-o severitate mai mare a bolii si transmitere mai mare [86].

In cadrul fiecarei dintre liniile filogenetice ale MTBC sunt descrise mai multe sublinii
genotipice. Acestea din urma prezintd diferente fenotipice, inclusiv in ceea ce tine de capacitatea
lor de a cauza boala [87]. Desi, corelatia nemijlocitd dintre sub-liniile genotipice si caracteristicile
clinice ale bolii nu este pe deplin documentata, exista incercari de a descrie diverse fenotipuri ale
bolii determinate de caracteristicile genotipice ale unor tulpini micobacterine. Aceste corelatii sunt
influentate si de efectul de interactiune cu alti factori precum cei de mediu sau cei imunologici
[88].

Studiile imunologice au sugerat cd unele tulpini precum si linii genotipice de MTBC sunt
mai virulente si/sau mai infectioase decat altele desi la ora actuala nu existd determinante genetice
bine stabilite care sa fie recunoscute ca fiind puternic asociate cu fenotipul bolii [89]. In acest
context este unanim acceptat ca diferentele in ceea ce priveste patogenitatea si rata de transmitere
diferite sunt influentate inclusiv de genotipul gazdei si locatia geografica [90]. Diferite linii
filogenetice ar putea fi adaptate la anumite populatii umane aceastd idee este sustinuta de studii
care aratd cd complexul gazda - agent patogen in tuberculoza umana raméane stabil in timp, chiar
si In regiunile aglomerate in care populatiile gazda si patogene se amesteca [85].

Tulpinile "ancestrale" de MTBC de linia 1 (L1, East African - Indian) reprezinta o cauza
importantd a tuberculozei (TB) in tarile din jurul Oceanului Indian. La ora actuala, patobiologia
tulpinilor L1 este insuficient caracterizatd. Rezultatele unui studiu recent releva prezenta a opt
sublinii majore ale L 1.

In cadrul acestui studiu a fost corelata structura L1 cu capacitatea de sinteza a glicolipidelor
fenolice (PGL) - factori de virulentd cunoscuti ai MTBC derivati din polichetide, fiind observate
asocieri specifice dintre mutatii in genele de biosinteza a PGL (pks15/1 sau glicoziltransferazele

Rv2962c¢ si/sau Rv2958) cu diferentele in structura populatiei de tulpini L1 [92,93].
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Figura 2. Liniile filogenetice ale Mycobacterium tuberculosis complex [91]

Tulpinile de Mycobacterium tuberculosis din linia L2 sunt omniprezente din punct de vedere
geografic, dar cu o anumitd predilectie pentru Asia, unde atat prevalenta TB, cat si numarul
cazurilor de TB rezistentd la medicamente sunt dintre cele mai ridicate [94]. Linia 2 este probabil
originard din Asia de Est si s-a extins relativ recent in mai multe parti ale lumii [95]. Linia 2, care
include subliniile de tulpini Beijing, a fost asociatd Tn mod repetat cu rezistenta la medicamente
[85].

In timp ce linia 2 si linia 4 au cucerit practic intreaga lume, linia 3 are succes in special in
Africa de Nord si de Est, precum si in Asia de Sud, originea evolutiva presupusa a acestor tulpini.
Linia L3 poate fi de tip ancestral sau modern (Central Asia CAS/Delhi) aceasta din urma este mai
virulenta si se deosebeste genetic prin deletia TbD1, fiind asociatd cu epidemii si transmitere mai
inalta. Din punct de vedere metabolic are un nivel crescut de proteine implicate in metabolismul
lipidelor si cantitati ridicate de proteine implicate in secretia ESX-3, ciclul TCA si alte cai
metabolice. Aceasta linie are si o capacitate de supravietuire si adaptare sporitd precum i o rata
de transmitere mai mare in comparatie cu L1, L5, L6 si L7 [96].

Din punct de vedere al distributiei geografice, linia 4 este cea mai raspanditd, desi motivele
succesului raspandirii globale ramane a fi necunoscut [85]. Se considerd ca exportul repetat din

zona europeana a fost principala forta motrice pentru expansiunea globala a L4, aceasta avand o
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raspandire considerabild inclusiv in Africa si in America, dupa colonizarea de citre europeni a
acestor teritorii in secolele XVII-XIX [97]. Studiile de epidemiologie moleculara au demonstrat
variatii considerabile in ceea ce priveste succesul transmiterii a diverselor tulpini din linia 4. Aceste
observatii sugereaza ca linia 4 este caracterizatd de o diversitate genotipica si fenotipica care ar
putea determina distributia diferitelor subtipuri din linia 4 in diferite parti ale lumii [85]. Un alt
studiu a aratat cd linia 4 cuprinde sublinii distribuite la nivel global (“generale”) si sublinii
restranse din punct de vedere geografic (”specifice”), sugerand o distinctie intre cele generale si
specifice. Analizele genomice populationale au aratat ca in timp ce majoritatea epitopilor celulelor
T umane au fost conservate in toate subliniile, proportia de epitopi variabili a fost mai mare 1n
subliniile generale. Aceasta denota ca succesul global al liniei 4 reflecta strategii distincte de
adaptare pentru diferite sublinii cat si confirma influenta migratiei umane [85]. Diversitatea
epitopilor limfocitelor T poate impiedica recunoasterea MTBC de catre sistemul imun [83,98].
Aparitia TB MDR cauzata de MTBC de linia 4 este in mare masura un fenomen local, in sensul
ca MTBC din aceasta linie dezvolta in mod repetat clone rezistente in diverse regiuni ale lumii, in
timp ce migratia tulpinilor rezistente pare sa fi jucat un rol limitat in aparitia rezistentei [99]. Liniile
L5 si L6 au o raspandire foarte limitata in Africa de Vest [100].

Tulpinile de MTBC de linia L7 au fost recent identificate printre tulpinile originare din
Etiopia. Tulpinile din linia 7 sunt mai putin transmisibile in comparatie cu alte tulpini de MTBC
moderne [101].

Linia L8 este aparent limitatd la regiunea Marilor Lacuri din Africa. In comparatie cu
genomul altor linii, separarea L8 a precedat pierderea regiunii genomului cobF - implicatd in
sinteza cobalaminei/vitaminei B12 — ceea ce a dus la lipsa strdmosului comun, regasit la toate
celelalte linii cunoscute de MTBC. Acest fapt sustine si mai mult o origine est-africana pentru
MTBC LS8 si ofera markeri moleculari suplimentari privitor la lipsa genomului ancestral asociat
cu adaptarea la un stil de viata patogen [102].

O caracterizare detaliata a genotipurilor MTBC serveste pentru o monitorizare si o raportare
mai eficientd a transmiterii bacteriene, precum si pentru imbundtdtirea intelegerii asociatiilor
genotip-fenotip precum severitatea bolii si rezistenta la medicamente [94]. Studiile sugereaza ca
diversitatea speciilor si interactiunea lor cu organismul gazda afecteaza fiziopatologia si evolutia
naturald a tuberculozei. Astfel, L4 este mai probabil asociata cu TB pulmonara, in timp ce L2 si
L3 se asociaza cu forme de TB extrapulmonard, cum ar fi meningita TB si TB ganglionilor
limfatici cervicali. Un alt studiu comparativ a aratat ca tulpinile L3 si L4 au o asociere negativa cu

boala extratoracica, spre deosebire de tulpinile L2 [103].
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Recent a fost raportat ca deletia regiunii genomice TbD1 1in liniile moderne de MTBC (L2,
L3 si L4), este un factor cheie al raspandirii lor epidemice la nivel global. Aceasta pierdere
determind o rezistentd sporitd la hipoxie, stres oxidativ si virulenta sporitd al acestor tulpini in
comparatie cu tulpinile L1 si L7. De asemenea, unele SNP (polimorfisme de un singur nucleotid)
in gena esxW si deletia in gena ppe38 au fost asociate cu o transmisibilitate crescutd si
hipervirulentd a liniei Beijing (L 2.2). Dimpotriva, mutatiile din gena phoR prezente la linia L6 a
M. africanum au fost asociate cu o virulentd sau o transmisibilitate mai scazuta [92].

Metodologia unanim acceptatd pentru intelegerea evolutiet MTBC si a varietatii genetice a
tulpinilor de MBTC este analiza filogenetica [104]. Filogenetica moleculara si metodele de studiu
a dinamicii evolutive permit intelegerea legaturilor dintre diversitatea geneticd si aparitia
rezistentei la medicamente in tulpinile de micobacterii [105]. Genele rezistente la antibiotice sunt
markeri importanti pentru delimitarea evolutiei si raspandirii fenomenului de rezistenta [106].

Un instrument indispensabil, pentru a documenta in mod fiabil liniile filogenetice ale MTBC
precum si pentru a examina relatia acestora cu caracteristicile demografice ale pacientilor si
dezvoltarea rezistentei la medicamente, este secventierea intregului genom (WGS — whole
genome sequencing) [80]. Posibilitatea secventierii genomurilor micobacteriene provenite din
diferite zone geografice ne permite sd intelegem nu doar diversitatea genetica a MTBC, dar ne
ofera posibilitatea asocierii datelor epidemiologice cu patogeneza si caracteristicile clinice ale bolii
[94]. Intelegerea diversititii genotipice a MTBC poate facilita elucidarea unor caracteristici ale
bolii tuberculoase precum gravitatea acesteia, starea de latentd sau adaptabilitatea biologica
precum si rezistenta la medicamentele antituberculoase [92].

Un interes special ar putea sd-1 prezinte studierea metilomului MTBC, mai putin cunoscut la
ora actuala. Acesta poate fi implicat in virulenta, supravietuirea in conditii de hipoxie si aparitia
rezistentei la medicamente. Cunoasterea metilomilor specifici pentru fiecare linie geneticd ofera
posibilitatea intelegerii mecanismelor biologice care stau la baza fenotipurilor MTBC si ale epi-
genomului [107].

Endemia de tuberculozd MDR din Republica Moldova este asociata cu transmiterea locala
a mai multor genotipuri de MTBC cu profiluri diferite de rezistenta la medicamente si distributie
geograficd. Cu toate acestea majoritatea covarsitoare a tulpinilor MTBC circulante in Republica
Moldova apartin 1n proportie practic egala liniilor L2 si L4 [10,108]. Paleta filogenetica a liniilor
de MTBC, ce se atesta Tn Republica Moldova mai probabil este rezultatul suprapunerii mai multor
valuri epidemice de TB MDR dintre care unele s-au extins in intreaga tard, in timp ce altele sunt
pand in prezent limitate la anumite subregiuni cum ar fi municipiul Chisindu sau Regiunea

Transnistreand [108]. La fel, a fost descris fenomenul prezentei la majoritatea covarsitoare a
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tulpinilor din sublinia Beijing din Republica Moldova a mutatiilor in gena esxW, cu o potentiald

selectie pozitiva a micobacteriilor purtatoare a acestora [8].

1.4 Heterogenitatea genetica a Mycobacterium tuberculosis complex si dezvoltarea
rezistentei la preparatele antituberculoase

In genomul procariotelor, datorita erorilor de replicare in mod constant, se pot produce
mutatii spontane, rata acestor mutatii fiind de 0,0033 la fiece replicare a ADN-lui. Aceasta este
similard pentru un spectru larg de organisme, inclusiv pentru MTBC [109,110]. in cazul multor
procariote rezistenta la antibiotice poate fi determinatd de elementele genetice mobile cum ar
transpozoni, integroni sau plasmide precum si de transductie sau transformare, aceasta insa nu este
caracteristic si pentru MTBC la care rezistenta la medicamente poate sd apara numai prin mutatii
cromozomiale, desi rareori elementele genetice mobile, cum ar fi secventa de insertie IS6110, au
fost asociate cu fenomene de rezistentd ce apar prin inactivarea genelor critice [111]. Astfel,
principala cale de dobandire a rezistentei la preparatele antituberculoase este achizitia mutatiilor
in genele care codifica enzime de activare a medicamentului sau reprezintd tinte ale
medicamentului.

Intr-un scenariu clinic, rezistenta la medicamentele antituberculoase ar putea fi de doud
origini: prima - cand tulpinile rezistente sunt transmise unei noi gazde (aceasta se numeste
rezistenta primara la medicamente), cea de a doua apare prin achizitionare pe parcursul
tratamentului prin aparitia mutatiilor determinante ale rezistentei la medicamente (rezistentd
secundara sau dobandita) [112—114].

Frecventa si tipul mutatiilor asociate cu rezistenta la medicamentele antituberculoase variaza
in functie de diferiti parametri ca exemplu: regiunea geografica sau paternul de rezistenta.

Mecanismul principal al rezistentei la rifampicind implicd blocarea legarii rifampicinei la
ARN polimeraza bacteriana, ceea ce duce la incapacitatea medicamentului de a inhiba transcriptia
corectd a ARN-ului. Mutatiile din gena rpoB pot afecta situsurile de legare ale rifampicinei la ARN
polimeraza, ceea ce face ca bacteriile sa devina rezistente la actiunea sa. Aceasta rezistentd poate
fi dobandita prin mutatii spontane sau poate fi transferata intre bacterii prin intermediul genelor de
rezistenta la medicamente [115].

In cazul Izoniazidei, mecanismul principal de rezistentd este reprezentat de mutatii in gena
katG, care codificd pentru catalaza-peroxidaza, si in gena inhA, care codifica pentru enoil-CoA
reductaza. Aceste mutatii pot duce la o scddere a activarii izoniazidei in interiorul celulei

bacteriene [116,117].
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Rezistenta la fluoroquinolone, cum ar fi levofloxacina, poate fi cauzatd de mutatii in genele
care codifica subunitatile ADN-girazei sau topoizomerasei IV, care sunt tinte ale acestor
antibiotice. Aceste mutatii pot afecta situsurile de legare ale medicamentului sau pot modifica
enzimele in asa fel incat s nu mai fie afectate de actiunea levofloxacinei [118].

In ceea ce priveste mecanismul exact de rezistenti la bedaquilini nu este pe deplin inteles, ar
putea fi implicate mutatiile in gena atpE, care codifica subunitatea C din ATP-sintetaza bacteriana,
[119].

In cazul linezolidului mecanismele posibile ar putea include mutatii in genele care codifica
pentru componentele ribozomale, acestea ar cauza reducerea afinitatii medicamentului pentru
ribozomi [120].

Rezistenta la cicloserind poate fi asociata cu mutatii in gena ddl, care codifica pentru D-alanil-
D-alanin ligaza, enzima care este tinta principala a cicloserinei. Mutatiile in aceastd gena pot duce
la o reducere a afinitdtii cicloserinei pentru ligaza, ceea ce face ca bacteriile sa devina rezistente
[121].

Rezistenta la amikacind si alte aminoglicozide poate fi cauzatd de mutatii in genele care
codificd 16S rRNA pentru subunitatea ribozomala 30S, ce reprezintd situsurile de legare pentru
aceste antibiotice. Mutatiile pot interfera cu legarea medicamentului sau pot reduce eficienta
acestuia 1n inhibarea sintezei proteice bacteriene [122].

In cazul etambutolului rezistenta M. tuberculosis complex este cauzati de mutatii in gena
embB, care codificd pentru enzima arabinosiltransferaza, implicatd in sinteza peretelui celular
bacterian. Mutantiile 1n aceasta gend pot modifica structura enzimei astfel incat etambutolul sa nu
mai fie eficient in inhibarea sintezei peretelui celular [123].

Rezistenta la pirazinamidd poate fi cauzatd de mutatii In gena pncA, care codifica pentru
enzima pirazinamidaza. Aceastd enzima este necesard pentru conversia pirazinamidei Intr-un
metabolit activ in interiorul celulei bacteriene. Mutatiile in aceastd gend pot reduce activitatea
pirazinamidazei, ceea ce face ca bacteriile sa devind rezistente la actiunea pirazinamidei [125,126].

Rezistenta la PAS este datoratd mutatiilor in gena folC, ce codifica pentru dihidropteroat
sintetaza, enzima care este tinta principala a PAS. Mutatiile din aceasta gena pot duce la o scadere
a afinitatii PAS pentru dihidropteroat sintetaza, ceea ce face ca bacteriile sa devina rezistente la
actiunea sa [127].

Mecanismul exact de rezistentd la delamanid nu este pe deplin inteles. Cu toate acestea, s-a
sugerat cd mutatiile in genele implicate Tn metabolismul medicamentului sau in mecanismele sale
de actiune ar putea contribui la dezvoltarea rezistentei. Studiile sunt in curs pentru a identifica

aceste mecanisme in detaliu [128].
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Tabel 1. Genele M. tuberculosis complex de importanta majora si mutatiile acestora asociate
cu rezistenta inalta sau redusa la preparatele antituberculoase [91,124]

Medicament Gena Produsul genei Nr. Mutatii asociate cu Mutatii asociate cu
mutatii rezistenta inalta rezistenta redusa
ADN
Isoniazida katG Catalaza Peste S3151, S315N si S315T -
60
inhA Catalaza Peste | c-15tcull194T sic-15tcu c-15t
60 S49A
Rifampicina rpoB ARN polimeraza Peste peste 20 de mutatii, D516Y, H526L,
50 S531L fiind cea mai L533P, L511P,
frecventa H526N si [572F
Bedaquilina atpE ATP sintetaza Peste A83G, A83T, G167C si -
30 G187C
Rv0678 Hidroxilaza Peste Q22L, T33A, S63R, 185ins_cag
20 167fs, R72W, R135G si
L136P
pepQ Dipeptidaza Peste necunoscut -
30
Levofloxacina | gyrA ADN-giraza Peste G88C, D94G, D94H, D89N, A90V, S91P si
si 40 D94N si D94Y D9%4A
Moxifloxacina | gyrB ADN-giraza Peste D461H, D461N,
30 D499D si
A504V
Linezolid plC Proteina ribozomala Peste T460C -
508 10
rrl Proteina ribozomala Peste g2299t, g2814t -
23S 10
Clofazimina | Rv0678 Hidroxilaza Peste peste 30 de mutatii -
30 cunoscute
(Q22L, T33A, S63R,
167fs, R72W, G74A,
T131C, R135G, 136P,
C204A)
Cicloserina alr Alanina racemaza Peste t-8¢c, M319T, Y364D, -
10 Y364C, R373L si R373G
Amikacina ITs ARNr 16S Peste al401g si al484t eis c-14t si rrs c1402t
50
Etambutol embA | Arabinosiltransferaza | Peste c-8t, c-12t si c-16t -
embC | Proteind membranara 10 (frecvent in asociere cu
mutatii in embB)
embB | Arabinosiltransferaza | Peste M3061, M306V, D354A, -
100 G406D, G406C, G406S
si Q497R
Pirazinamida pncA Pirofosfamidaza Peste Peste 300 V1801, A170V,
300 DI110G, S65A si
E37V
Acid para - folC Dihidrofolat Peste E153A, E153G, S150G, -
amino - reductaza 20 F1528S, 143T, 143A si
salicilic (PAS) E40G
ribD Riboflavin sintetaza Peste g-12a -
20
Delamanid ddn Dihidropteroat Peste W88Stop -
sintetaza 20
fbiA Dihidrofolat Peste D49Y si L250Stop -
reductaza 20
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Pentru rezistenta la preparatele antituberculoase se cunoaste cd exista mutatii ce sunt asociate cu

rezistenta 1naltd sau rezistenta joasa (Tabel 1).

Mutatiile compensatorii

Mutatia este principala sursa de variabilitate Tn orice organism. Fara aceasta, selectia naturala
nu poate functiona, iar organismele nu se pot adapta la noile conditii de mediu. Mutatia este, de
asemenea, o sursd de defecte biologice. Altfel spus, multe dintre mutatii nu sunt neutre pentru
metabolismul bacterian, dar determina o scddere a capacitatilor biologice a microorganismului
[111].

Majoritatea antibioticelor tintesc periclitarea celor mai importate functii bacteriene, astfel
mutatiile care confera rezistenta ar putea determina o crestere mai lenta si o viabilitate mai redusa
a micobacteriei, gradul afectarii acestor functii variaza de la o mutatie rezistenta la alta. Cu toate
acestea, bacteriile reusesc sa acumuleze mutatii secundare care restabilesc partial sau total functia
compromisa (mutatii compensatorii). Mutatiile compensatorii (MC) sunt diferite pentru fiecare
antibiotic, ele explicd in mare masurd de ce anumite mutatii sunt frecvent intdlnite in grupurile cu
transmitere ridicatd, in timp ce altele sunt mai putin frecvente, rare sau nu se intdlnesc niciodata in
izolatele clinice. MC ilustreaza modul in care rezistenta la medicamente afecteaza bacteriile si
modul in care bacteriile evolueaza pentru a depasi efectele antibioticelor [129].

Studii recente asupra genomului micobacterian atat pe izolate clinice, cat si modele de
laborator, au aratat cd rezistenta la rifampicind, medicamentul de prima linie Tmpotriva
tuberculozei, este foarte puternic asociata cu selectia mutatiilor compensatorii in diferite subunitati
ale ARN-polimerazei. Acest fenomen de compensare a rezistentei poate fi observat si la alte
medicamente. Cunoasterea frecventei si mecanismelor acestor fenomene de compensare ar putea
fi utilizate pentru a dezvolta metode mai bune de diagnostic si a optimiza tratamentul tuberculozei
[130].

Au fost observate scaderea vitalitdtii tulpinilor MTBC mutante cu defect de structurd in
subunitatea p a ARN-polimerazei (RNAP). In izolatele clinice, acest defect de vitalitate poate fi
ameliorat prin prezenta unor mutatii secundare in domeniul dublu-psi B-baril (DPBB) al subunitatii
B’ a RNAP. In tulpina mutanti, purtitoare a mutatiei PS450L, aceste defecte sunt atenuate de
prezenta mutatiilor secundare/compensatorii in domeniul DPBB al subunitatii B’ [131].

La fel, a fost raportat ca, tulpinile L2 MDR purtatoare a mutatiei RpoB S450L si a mutatiei
compensatorii in gena ce codifica sinteza ARN-polimerazei au o capacitate de transmitere mai

mare in comparatie cu tulpinile MDR doar cu mutatia RpoB S450L. In acelasi timp, fenomenul nu
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a fost observat in cazul tulpinilor MDR purtatoare ale altor mutatii in RpoB decat mutatia S450L
[111].

In cazul tulpinilor MTBC cu rezistenti la rifampicini cauzati de mutatia in gena rpoB au
fost identificate mutatii compensatorii in genele rpoA si rpoC care pot spori viabilitatea tulpinilor
rezistente. Studiile genomice recente au identificat mai multe mutatii rpoB non-rezistente care au
apdrut impreund cu mutatiile rezistente in izolatele clinice farad mutatii in genele rpoA/rpoC si care
pot conferi o compensare a capacitdtii de adaptare [132]. Mutatiile non-RRDR ar putea modifica
centrul activ RpoB sau prin modificari ale interactiunilor dintre subunitatile ARN polimerazei.
Astfel, aceste mutatii compensatorii ar putea fi utilizate ca markeri moleculari suplimentari pentru
a prezice capacitatea de adaptare a tulpinilor de MTBC rezistente la medicamente [133].

In unele studii a fost sustinut rolul mutatiilor rpoC in transmiterea tuberculozei
multirezistente, ilustrdnd modul in care interactiunile epistatice dintre mutatiile care confera
rezistentd la medicamente, mutatiile compensatorii si diferitele medii genetice ale tulpinilor ar
putea influenta evolutia compensatorie in MTBC rezistente la medicamente [134].

Cu toate acestea, datele expuse mai sus, sunt contrazise de rezultatele unui studiu ce a studiat
mutatiile compensatorii la tulpinile MTBC MDR din cel mai populat oras din China pe parcursul
a 4 ani, cat si rolul lor in transmiterea tuberculozei MDR, fiind demonstrat ca rata mutatiilor
compensatorii in genele rpoA, rpoB sau rpoC nu a fost mai mare la tulpinile MTBC ce formeaza

clustere [135].

Mutatiile homoplazice

Homoplazia este fenomenul de dezvoltare a caracterelor in cadrul unor specii diferite, care
se aseamand intre ele si au aceleasi functii, dar care nu au origine ancestrald comuna. Aceste
caractere apar prin evolutie convergenta si prin urmare sunt analoge, nu omoloage, intre ele. De
exemplu, aripile insectelor, ale pasarilor si ale liliecilor, care sunt toate folosite pentru zbor, sunt
homoplazice (ceea ce inseamna: similare ca forma si structurd, dar nu si ca origine) [136]. Un
arbore filogenetic descrie relatiile ancestrale dintre un grup de organisme in baza secventelor de
nucleotide. Acuratetea relatiilor ancestrale descrise in arborele filogenetic se bazeaza pe faptul ca
marea majoritate a diferentelor nucleotidice, care definesc arborele, rezultd din evenimente de
substitutie care au avut loc o singura datd. Homoplazia defineste cazul cand aceeasi substitutie
apare de mai multe ori in mod independent in etape evolutive separate [137]. La fel, am putea
spune ca homoplazia este aparitia unor genotipuri care sunt identice prin stare, dar nu si prin
descendentd. Aceasta apare printr-o serie de mijloace, inclusiv evolutia convergenta si inversa si

transferul orizontal de gene [138].

33



SNP-urile homoplazice sunt considerate markere importante ale unei presiuni selective
pozitive, si prin urmare, ale evolutiei adaptationale pentru trasaturi relevante din punct de vedere
clinic, cum ar fi rezistenta la antibiotice si virulenta. Secventele ADN ale agentilor patogeni
bacterieni sufera mutatii in permanenta, majoritatea modificarilor sunt daunatoare sau neutre, dar
uneori o mutatie duce la o schimbare functionala care permite agentului patogen sa scape anumitor
amenintari. Aceste modificari mutationale aleatorii sunt atat de rar benefice, Incat, atunci cand
apar in paralel in izolate inrudite la distantda (SNP homoplazice) devin obiectul unei selectii
pozitive, aceasta deoarece confera bacteriei un avantaj de adaptare [139].

Pentru a putea cuantifica fenomenul de homoplazie din cadrul unui grup de microorganisme
este recomandata calcularea indicelui de consistentd (IC). Acesta este egal cu raportul m/s unde
,,m” este numarul minim de modificari ale caracterului care ar fi trebuit sa aiba loc in arborele

€ 9
S

filogenetic, iar este numarul real de modificéri care au avut loc. Un indice de consistenta

apropiat de 1 indicd homoplazie redusd sau absentd; un IC apropiat de 0 indicd homoplazie
filogenetice [140].

La ora actuala studiile care analizeaza mutatiile homoplazice la MTBC sunt reduse ca numar.
Un studiu recent a incercat sa analizeze daca fenomenul de homoplazie in tulpinile de MTBC
rezultd din procese stocastice sau este rezultatul selectiei naturale, concluzia obtinuta a fost in
defavoarea selectiei naturale, cel putin de la nivelul ramificarii ancestrale a celor trei linii moderne
de MTBC [141].

Homoplazia este adesea observatd in cazul mutatiilor de rezistentd la medicamentele
antituberculoase si poate servi drept un indicator puternic al selectiei pozitive [142]. Altfel spus
SNP-urile homoplazice au o asociere puternicd cu rezistenta la medicamente. Cele mai multe
dintre aceste mutatii sunt deja bine cunoscute. Cu toate acestea, au fost identificate o serie de
mutatii noi care manifesta caracter homoplazic, spre exemplu mutatiile asociate cu rezistenta la
streptomicind. S-a demonstrat experimental ca un SNP din regiunea intergenica din amonte de
Rv0079 creste activitatea transcriptionald a genei din aval, sugerand cd SNP-urile homoplazice
intergenice ar putea avea efecte asupra fiziologiei celulelor bacteriene. Sunt date din literaturd,
care evidentiaza potentialul mutatiilor homoplazice de a produce modificari fenotipice, astfel ca
sub presiune selectivd si in timpul interactiunii cu gazda, mutatiile homoplazice pot conferi
avantaje pentru MTBC [139].

La fel, a fost analizata asocierea dintre severitatea leziunilor radiografice in TB pulmonara
si SNP-urile homoplazice ale MTBC. In rezultat doud mutatii au fost semnificativ asociate cu

leziuni radiologice mai extinse Rv2828c si rpoC 1040. In acelasi timp, mutatia rpoB S450L a fost
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asociatd cu leziuni radiologice mai putin extinse, ceea ce sugereazd un cost de viabilitate pentru

aceastd mutatie in vivo [111,132,143].

Intr-un alt studiu au fost identificate trei gene cu caracter homoplazic care se asociaza cu

fenotipul TB pulmonare. Astfel, variatiile genetice in Rv0218 si absenta Rv3343c si nanK

coreleaza cu fenotipul bolii determinate de microorganismele din ramurile terminale ale arborelui

filogenetic analizat [144]. De remarcat ca gena Rv0218 codifica o proteina care ar putea fi

implicatd in interactiunea gazda-patogen prin modificarea recunoasterii microorganismului

precum si in virulenta micobacteriei.

1.5 Concluzii la capitolul 1

1.

Analiza liniilor filogenetice de distributie a Mycobacterium tuberculosis multidrog-
rezistent evidentiaza diversitatea geneticd a tulpinilor MDR si posibilele cdi de
transmitere a rezistentei la medicamente. Aceastd Intelegere este esentiald pentru
gestionarea eficientd a focarelor de tuberculoza MDR si dezvoltarea de strategii de control
adaptate la nivel global si regional.

Analiza mutatiilor asociate cu rezistenta inaltd si rezistenta joasad la preparatele
antituberculoase evidentiazd complexitatea mecanismelor de rezistentd la Mycobacterium
tuberculosis, avand o importantd majora in dezvoltarea de noi medicamente si regimuri
terapeutice care sa depdseasca eficient obstacolele create de rezistenta bacteriana si sa
imbundtateasca gestionarea tuberculozei.

Examinarea mutatiilor compensatorii si homoplazice ale Mycobacterium tuberculosis
multidrog-rezistent este esentiald pentru intelegerea adaptarii bacteriei la tratamentele
antituberculoase. Aceste mutatii pot influenta rezistenta la medicamente si succesul
terapiei, subliniind necesitatea unei monitorizari continue si a dezvoltarii de strategii

personalizate pentru abordarea infectiilor cu tulpini rezistente la medicamente.
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2. DIVERSITATEA GENOTIPICA A MYCOBACTERIUM
TUBERCULOSIS COMPLEX IN REPUBLICA MOLDOVA iN
CONTEXTUL DEZVOLATII REZISTENTEI ANTIMICORBINE SI AL
CARACTERSITICILOR CLINICE ALE BOLII

In ultimele decenii, tuberculoza (TB) a continuat s fie o cauzi majord de morbiditate si
mortalitate la nivel mondial [145]. In prezent, unul dintre cele mai importante obstacole in
reducerea impactului tuberculozei asupra sanatatii publice este cresterea continua a incidentei
tulpinilor de Mycobacterium tuberculosis Complex (MTBC), rezistente cel putin la izoniazida si
rifampicind [124]. O situatie deosebit de nefavorabila in ceea ce priveste controlul TB MDR este
observata in tdrile din Europa de Est, unde prevalenta TB MDR in randul pacientilor nou
diagnosticati cu TB este de aproximativ 30%, in timp ce in randul cazurilor noi de tratament
depaseste 50% [146]. Printre factorii care au favorizat selectia clonelor MDR in aceastd zona
geografica se considerd a fi intreruperea aproviziondrii cu medicamente si implementarea
inadecvata a regimurilor de tratament. Complementar la aceasta, masurile deficiente ale
controlului infectiei, impreuna cu 1intarzierile in diagnosticare si tratament, contribuie la
transmiterea activa a tulpinilor rezistente la medicamente si la extinderea epidemiei de TB MDR
[147]. La fel, se presupune ca caracteristicile genetice al tulpinilor de M. tuberculosis complex
contribuie la selectia, transmiterea si toleranta la medicamente a MTBC [148]. In special, tulpinile
MTBC ce apartin liniei 2 si liniei 4 au un succes exceptional in tarile cu o povard mare de TB
MDR din intreaga lume [149-151]. Evolutia compensatorie, care atenueazd defectele de
adaptabilitate induse de mutatiile care confera rezistentd la medicamente, a fost propusa ca
mecanism care conferd un avantaj de transmitere a MTBC MDR [139,149]. Diverse linii
genotipice ale M. tuberculosis complex pot manifesta diferente in concentratiile minime inhibitorii
fata de fluorochinolone si bedaquilina [152,153]. In acelasi timp, impactul clinic al diferentelor
genetice dintre tulpinile MTBC este mai putin studiat, insd considerdnd asocierile dintre
variabilitatea rezistentei la medicamente si genotipul micobacterian, cele din urma ar putea modula
si rezultatele tratamentului. In prezentul studiu a fost evaluat impactul caracteristicilor genetice ale
M. tuberculosis complex asupra transmisibilitatii, adaptarii biologice si caracteristicile clinice ale

TB MDR din Republica Moldova.

2.1 Material si metode
A fost realizat un studiu de cohorta retrospectiv, fiind analizate izolatele de MTBC selectate

din biobanca Laboratorului National de Referintd in Microbiologia Tuberculozei (LNR) din
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Chisinau, Republica Moldova. Biobanca LNR contine izolate clinice stocate Tn mod curent,
colectate in scop diagnostic la pacientii cu TB MDR, internati la Institutul de Ftiziopneumologie
,»Chiril Draganiuc” (un spital tertiar de tuberculoza din care face parte si LNR), precum si cele
trimise la LNR de la 3 laboratoare regionale de TB, situate in regiunile de nord-est si centru ale
tarii. Culturile izolate din laboratoarele regionale, sunt trimise la LNR, in scopul evaluarii
controlului calitatii sau pentru teste suplimentare sau repetate, atunci cand acest lucru este necesar.

Pentru acest studiu, a fost efectuata o selectie aleatorie a izolatelor de MTBC MDR din
biobanca LNR, fiind selectate 60 de izolate pentru 6 ani consecutivi (2013-2018). Pentru selectia
aleatorie a fost aplicatd functia "ddply" din programul R "plyr". Probele rezultate in urma selectarii
(n=360) au fost re-insdmantate pe mediul Lowenstein-Jensen in conformitate cu recomandarea
OMS [25] si supuse extragerii ADN si secventierii intregului genom. Tulpinile MTBC care
contineau genotipuri mixte si/sau discrepante majore Intre profilurile fenotipice si genotipice de
rezistentd la medicamente (figura 1) au fost excluse din analiza finala. Pentru izolatele ramase
(n=288), datele epidemiologice si clinice disponibile (varsta, sexul, istoricul de TB, comorbiditati
relevante, numarul de medicamente din regimul terapeutic, leziunile cavitare la radiografia
toracica, rezultatul tratamentului fiecarui pacient) au fost extrase din Sistemul Electronic National

de Monitorizare si Evaluare a Tuberculozei (SIME-TB).

Caracteristicile clinico-epidemiologice a mediului de implementare a studiului

Republica Moldova este o tara est-europeand cu o povard mare a TB MDR, cu o incidenta
medie estimati a TB de 74 de cazuri la 100000 de locuitori in 2022 [154]. In cadrul Programului
National de Raspuns la Tuberculoza, ingrijirile medicale acordate bolnavilor de TB sunt gratuite
si asigurate de un medic pneumolog specializat in Ingrijirea TB (ftiziopneumolog). Diagnosticul
si tratamentul TB MDR este reglementat de protocolul national TB la adulti, care este in
concordanti cu recomandirile OMS privind diagnosticul si tratamentul TB MDR [155]. in
conformitate cu acesta, probele de la toti pacientii cu TB sunt testate cu GeneXpert MTBC/RIF
(Cepheid, Sunnyvale, CA, SUA), se efectueaza culturi de sputd pe mediul Lowenstein-Jensen si
MGIT, precum si un DST bazat pe culturd pentru medicamentele antituberculoase de prima si a
doua linie. Spectrul de medicamente de linia a doua testate ar putea varia din cauza capacitatilor
de laborator la un anumit moment dat si a cererilor medicului curant. De obicei, tratamentul TB
MDR este initiat in spital, unde pacientul este internat cel putin pana cind se realizeaza conversia
frotiului de sputd si se selecteaza un regim de tratament eficient. Dupa externarea din spital,
pacientii continua tratamentul la locul de resedinta, sub observatia directd a unui medic de familie
sau a unui ftiziopneumolog. Rezultatul si eventualele ajustari ale schemelor initiale de tratament a
TB MDR sunt evaluate de citre Comitetul National pentru Managementul TB MDR [156]. In
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timpul tratamentului, pacientii sunt urmariti lunar prin sputocultura pana la conversia culturii.
Dupa conversia culturii, sunt efectuate trimestrial culturile de sputa. La cererea medicului curant
se pot efectua evaludri suplimentare ale culturilor de sputd. Complementar monitorizarii
microbiologice, pacientii beneficiazd de o evaluare clinicd periodicd, radiografie pulmonara
trimestriala si analize de sange relevante.

Izolarea ADN genomic al MTBC

Tulpinile de MTBC au fost inoculate si cultivate pe mediul Lowenstein-Jensen la 37 °C,
pana la inregistrarea cresterii clar vizibile. Ulterior coloniile au fost transferate intr-un tub de
microcentrifugare (2,0 ml) care continea 400 pl de tampon TE si au fost Incélzite timp de 20 de
minute la 80 °C pentru omorarea micobacteriilor. Dupa 3 min de centrifugare la 13000 r, a fost
eliminat supernatantul si adaugat 400 pl de tampon TE, urmat de o agitare si vortexare pentru a
separa celulele. Apoi au fost adaugate 50 pl de lizozim (10 mg/ml), vortexate si apoi incubate peste
noapte la 37 °C. A doua zi, s-a adaugat 70 pl de SDS 10 %, 5 pl de proteinaza K (10 mg/ml), au
fost vortexate usor probele, iar solutia obtinuta a fost incubata 10 minute la 65 °C. Ulterior, au fost
adaugate 100 pl de NaCl 5M, 100 pl de CTAB/NaCl (preincalzit la 65 °C), urmat de vortexare si
incubare timp de 10 min la 65 °C. Apoi s-au adaugat 750 pl de amestec cloroform/izoamiloalcool
(24:1), au fost inversate tuburile de cateva ori si centrifugate la temperatura camerei timp de 15
min la 13000 r. Supernatantul apos a fost transferat cu grija intr-un nou tub de microcentrifugare,
unde s-a adaugat 0,6 volum de izopropanol pentru a precipita acizii nucleici timp de 30 de minute
la -20 °C (sau mai mult). Apoi au fost centrifugate timp de 10 minute la temperatura camerei la
13000 r, a fost aruncat supernatantul si spalat ADN-ul in 0,5 ml de etanol 75 % rece, inversand
tuburile de cateva ori, urmat de o centrifugare de 5 minute la temperatura camerei si Inldturarea cu
grija a supernatantul. ”Pelerina” de ADN a fost uscata la 60 °C timp de aproximativ 10 minute, iar
ADN-ul a fost dizolvat in cele din urma in 100 pl de tampon TE la 37 °C timp de 30 de minute

sau la temperatura camerei pana cand ADN-ul a fost complet dizolvat.

Secventierea intregului genom si predictia genotipica a rezistentei la medicamente

ADN-ul MTBC extras a fost supus secventierii intregului genom (WGS) la Centrul de
Cercetari Borstel, Germania. Secventierea realizata a avut o acoperire medie a genomului de cel
putin 50x, utilizand librarii de ADN de tip paired-end si tehnologia Illumina (Nextera-XT si
NextSeq500) in conformitate cu instructiunile producétorului ((Illumina, San Diego, CA, SUA).
Fisierele Fastq (date brute de secventiere) au fost transmise la European Nucleotide Archive si au
fost cartografiate in baza genomului de referintd M. tuberculosis complex H37Rv (ID GenBank:

NC 000962.3) utilizand MTBseq pipeline [157].
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Au fost detectate mutatiile asociate rezistentei (polimorfisme de un singur nucleotid -SNP,
insertii, deletii) si notificate conform catalogului de mutatii din cadrul Laboratorului Supranational
de Referinta (LSR) pentru Micobacterii, Centrul de Cercetari Borstel, Germania, pe baza
informatiilor disponibile la data de 3 iulie 2020. Mutatiile implicate in rezistenta la medicamente
au avut cel putin 2 citiri in ambele directii ale catenelor moleculei de ADN si o citire care sa indice
alela cu cel putin un scor phred de 20. Pentru analiza filogenetica, au fost extrase si cercetate SNP-
urile din Intregul genom cu o acoperire de cel putin 4 citiri atat directia inainte, cat si inversa, cu
o frecventa a alelei de cel putin 75 % si patru lecturi care numesc alela cu cel putin un scor phred
de 20. In alinierea catenelor, SNP-urile trebuiau si indeplineascd pragurile mentionate mai sus in
95% din toate izolatele.

Au fost luate in considerare mutatiile compensatorii putative, adica posibil asociate cu o
adaptabilitate crescutd a tulpinilor MDR, in genele rpoA, rpoB, rpoC, thyX si ahpC, excluzand
mutatiile cunoscute care confera rezistenta la medicamente, pe baza catalogului de mutatii utilizat
la LSR, Centrul de Cercetari Borstel [158]. Pentru analiza tulpinilor pe grupuri a fost generata o
matrice de distante SNP perechi si au fost grupate izolatele cu o distantd maxima de 5 SNP intre

doua izolate.

Analiza filogenetica

Reconstructia filogenetica a fost realizata cu o abordare de maxima verosimilitate folosind
FastTree v2.1.11 [159] cu modul de dubla precizie, pe baza unei alinieri de secvente concatenate
si utilizdnd un model de substitutie general reversibil in timp (GTR). Pentru identificarea
situsurilor care ar putea fi supuse unei selectii pozitive, a fost utilizat HomoplasyFinder [137].
Vizualizarea arborelui filogenetic a fost realizata in ITOL versiunea 6.5.8 [160].

Analiza statistica

Diferentele dintre valorile medii au fost comparate cu testul Wilkinson, iar diferentele dintre
proportii au fost comparate cu un test exact a lui Fisher. Valorile p mai mici de 0,05 au fost
considerate semnificative din punct de vedere statistic. Pentru prezentarea grafica a datelor de
comparatie s-a utilizat programul GraphPad Prism versiunea 9.4.0. Raporturile de probabilitate
(OR) ale parametrilor clinici si asocierea acestora cu linia genotipicdi MTBC, rezultatul
tratamentului si boala cavitard au fost cuantificate cu ajutorul modelelor de regresie logistica
univariate si multivariate utilizand R versiunea 4.1. si functia glm.

Consideratii etice

Studiul a fost aprobat de Comitetul de Etica al Universitatii de Stat de Medicina si Farmacie

"Nicolae Testemitanu", Chisindu, Republica Moldova (nr. 49 din 12.04.2018), precum si de
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Comitetul Etic Institutional al Institutului de Ftiziopneumologie ”Chiril Draganiuc”, Chisinau,

Republica Moldova (nr. 1 din 05.07.2019).

2.2 Reconstructia filogenetica si transmiterea tulpinilor M. tuberculosis complex
rezistente la medicamente in Republica Moldova, 2013-2018

In perioada de studiu, 2013-2018, in Republica Moldova au fost diagnosticati cu TB MDR,
5856 de pacienti, dintre care 1255 de pacienti aveau cel putin o tulpind de M. tuberculosis complex
izolata si stocatd in biobanca Laboratorului National de Referinta in Microbiologia Tuberculozei
(LNR). Pentru acest studiu, au fost selectate aleatoriu 360 de izolate din anul 2013 pana in anul

2018, fiind incluse cate 60 de izolate pentru fiece an (Figura 3).

5856 pacienti TB-MDR
tratati 2013-2018

:

1255/5856 (21.4%) pacienti
au stocata cel putin o proba
in Biobanca LNR

360/1255 (28.7%) tulpini Mycobacterium tuberculosis
selectate aleatoriu de la pacientii TB MDR / XDR 2013-

2018 (60 per an)
’ _ 28 — fara crestere a MTB sau
¢ - contaminate
332/1255 (26.5%) extragerea ADN si secventierea
28 excluse

v

19 - R/H susceptibile
9 - genotip/cultura mixta

v

16 de la acelasi pacient in episod

A diferit de TB

288/1255 (23.0%)
Cartografierea filogenetica 2013-2018

- 52 MTBC izolate din 2013
- 50 MTBC izolate din 2014
- 43 MTBC izolate din 2015
- 53 MTBC izolate din 2016
- 44 MTBC izolate din 2017
- 46 MTBC izolate din 2018

Figura 3. Selectarea tulpinilor de M. tuberculosis incluse in analiza filogenetica

Din tulpinile selectate, din studiu au fost excluse 72, dintre care in cazul la 28 de tulpini la
re-insdmantare nu a fost obtinutd cresterea si nu a putut fi extras ADN-ul, 19 izolate fenotipic

MDR erau lipsite de orice mutatie de rezistentd genotipica pentru izoniazida sau rifampicina, 9
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izolate aveau alele heterogene in SNP-uri filogenetice care definesc (sub)linia de descendenta,
indicand o posibild infectie mixtd. Extragerea si analiza datelor pacientilor din baza de date a
relevat alti 16 pacienti care au fost inclusi cu doud izolate in baza de date, dintre care a fost pastrat
doar primul izolat pentru acest studiu. Astfel, 288 de izolate au fost incluse in analiza finala.
Dintre cele 288 de tulpini M. tuberculosis complex analizate, 124 (43%) au fost clasificate
ca apartinand liniei 2 (L2), iar 164 (57%) tulpini - liniei 4 (L4) (Figura 5). Intre tulpinile L2, au
fost identificate urmatoarele sublinii, Asia Centrald (Central Asia) - 56%, focarul W148 din
Europa/Rusia (Europe/Rusian W148 outbreak) - 22%, focarul din Asia Centrala (Central Asia
outbreak) - 17% si o tulpina ca fiind Ancestral 1 si, respectiv, Ancestral 2. Marea majoritate (91%)
a izolatelor L4 au apartinut unei singure sublinii, si anume 4.2.1 (Ural) (Figura 4). Tulpinile din
linia 2, cat si cele din linia 4 au fost distribuite in mod egal in regiunea studiata, iar proportiile nu

s-au schimbat in timp (p>0,09) (Figura 6 A).

LINIA 2 (BEUJING)

Ancestral2  Unknown Harleem LINIA 4
Ancestral 1 - 29 Central Ghana
Asi LAM
Europe/R o 7%
e outbreak °
17%

W148
outbreak’
22%

Ural

Central Asia 56% 91%

Figura 4. Rata subliniilor genotipice de M. tuberculosis complex

Rata de clusterizare in tulpinile secventiate a fost de (51,7%). Aceasta a fost mai mare la
tulpinile din linia 4 (L4) decat la cele din linia 2 (L2) (63% pentru L4 fatd de 36,3% pentru L2, p
<0,001).

Tulpinile de M. tuberculosis complex din linia 4 au fost grupate in 11 clustere moleculare
folosind o distanta genetica de 5 SNP. In total o suti patru (63,4%) tulpini L4 apartin la unul dintre
aceste clustere. Cel mai mare cluster L4 a cuprins 75 de tulpini 4.2.1/Ural, pe langa acesta au fost
identificate si 10 clustere mai mici ce cuprindeau de la 2 la 8 tulpini.

Dintre tulpinile genotipului L2, 45 de tulpini (36,3%) au facut parte din 16 clustere diferite,
inclusiv cele mai mari trei clustere, fiecare cuprinznd 6 tulpini. Proportia globalad de tulpini L4
grupate in clustere a fost mai mare decat in randul tulpinilor L2 (p < 0,001), (63% pentru L4 fata

de 36,3% pentru L2, p <0,001), (Figura 6 B).
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Figura 5. Arborele filogenetic a tulpinilor MTBC M/XDR din Republica Moldova, 2013-2018
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Capacitatea Tnalta de transmitere a tulpinilor L2 ar putea rezulta din interactiunile epistatice
ale mutatiei RpoB S450L care confera rezistenta la rifampicina, mutatiile compensatorii in ARN-
polimeraza si alte caracteristici genetice preexistente [161]. In studiul realizat, 86,4% dintre
tulpinile de M. tuberculosis complex MDR prezentau mutatia S450L 1n gena rpoB, cu o frecventa
de 43% in L2 si 57% in L4. Tulpinile care prezentau mutatia S450L a genei rpoB au avut o rata
de clusterizare mai mare (55,8% vs 25,6%, p=0,0005). De asemenea, intre tulpinile L4 cu mutatii
rpoB S450L, rata de clusterizare a fost mai mare decat la cele fara mutatie (66% vs 31,8%,
p=0,0016). Cu toate acestea, diferenta in ceea ce priveste rata de clusterizare n cazul tulpinilor L2
cu si fard rpoB S450L a fost nesemnificativd din punct de vedere statistic (39,2% vs 17,6%,
p=0,1068).

In calitate de un alt marker surogat pentru transmitere recent a tulpinilor micobacteriene, a
fost evaluata lungimea bratelor terminale in arborele filogenetic pentru tulpinile L2 si L4. Tulpinile
L4 au avut o lungime mediand a ramurilor terminale mai scurtd in comparatie cu tulpinile L2
(5,479 x 10 [IIC (intervalul dintre cuartile) 3,656 x 10 - 2,019 x 107] fata de 8,233*10 [IIiC
1,826 x 10 - 1,097 x 107], p = 0,0002), sugerand o transmisibilitate mai mare a tulpinilor L4 in

regiunea studiata (Figura 7 B).

Liniile genotipice Rata de clusterizare
100- Linia 2
80 "o Linia 4
3 #t
|
60
40
20
c | | | | | | | A I I I | | | | B
2013 2014 2015 2016 2017 2018 Total 2013 2014 2015 2016 2017 2018 Total

Figura 6. Rata liniilor de M. tuberculosis complex (A) si de clustere moleculare (B) pe
perioada 2013-2018 (** - p<0,01, p<0,0001, nu indica faptul ca valorile p sunt > 0,05)

Determinantele rezistentei genotipice

In ceea ce priveste determinantii genetici ai rezistentei la medicamente, in cazul tulpinilor
L4 au fost identificate in medie un numar usor mai mare de mutatii care confera rezistentd la
preparatele antituberculoase in comparatie cu tulpinile L2 (7 [IIC 6-7] fata de 6 [IIC 5-6], p =
0,0001, Figura 7 C).
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La tulpinile liniei L4 nu a existat nici o diferentd semnificativd in ceea ce priveste
determinantii rezistentei la medicamente intre L4.2.1/Ural si alte izolate L4 (p = 0,91). Insi, s-a
observat ca mai multe tulpini L2 decét L4 au fost rezistente la fluorochinolone, PAS, pirazinamida,
etambutol, amikacind si capreomicina (Figura 7 D). Viceversa, rezistenta la etionamida si
kanamicina a fost mai frecventd in randul tulpinilor L4. Nu s-au constatat diferente intre L2 si L4
in ceea ce priveste rezistenta la cicloserind si streptomicina. Doar un singur izolat (L4) a fost
rezistent la linezolid, un izolat (L2) a fost rezistent la delamanid si nu s-a gasit niciun izolat cu
rezistenta genotipica la bedaquilina.

Au fost observate, de asemenea, diferente statistic semnificative in ceea ce priveste frecventa
mutatiilor specifice la tulpinile L2 si L4 care conferd rezistentd la izoniazida, rifampicina,

etambutol, etionamida, PAS si kanamicind (Anexa 1).
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Figura 7. Transmiterea MTBC si rezistenta la medicamente in Republica Moldova, 2013-
2018
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Figura 8. Rezistenta genotipica a principalelor linii MTBC in functie de anul de prelevare a
probelor (nu au fost indicate valorile p > 0,05)
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Rezistenta fenotipica

Rezultatele testelor fenotipice de sensibilitate au fost colectate din registrul electronic SIME
TB, forma 06. In urma analizei a fost stabilit profilul de rezistentd fenotipici la preparatele
antituberculoase H, R, E, S, Z, Eto, Lfx, Cs, Pas, Am, Km, Cm pentru tulpinile L2 de M.
tuberculosis complex (Figura 9) si tulpinile L4 (Figura 10).

Profilul fenotipic L2 Profilul genotipic .2

\ 1T 1
H R E S Z EtoLfx Cs PAS Am Km Cm H R E S Z EtoLfxCsPAS Am Km Cm

=
J—

Figura 9. Profilul de rezistenta fenotipica si rezistenta genotipica pentru tulpinile L2
(culoarea rosie - tulpina rezistenta, verde - sensibila, alb - nedeterminat)

S-a observat o ratd mai mare de rezistenta fenotipica la linia 2 pentru preparatele: E, Z, Lfx,
Cs, Pas, Am, Cm, in timp ce rata de rezistenta fenotipica pentru Eto este mai mare la linia 4 (62,2%
vs 52,2%). In cazul streptomicinei si kanamicinei rata de rezistenta fenotipica pentru L2 si L4 este
similara. Rezistenta fenotipicd pentru linia 2 la etambutol este 66,1% (82/124) vs linia 4 — 36,6%
(60/164), pentru pirazinamina L2 - 38,1% (8/21) versus L4 — 28,6% (8/28), pentru levofloxacina
L2 —25,2% (28/111) comparativ L4 — 10,3% (15/146), pentru cicloserind L2 — 10,7% (3/28), L4
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—6,9% (2/29), pentru PAS L2 — 6,4% (3/47) vs L4 — 5,4% (3/55), pentru amicacina L2 — 11,4%
(9/79), L4 —2,7% (3/109), pentru capreomicind L2 - 14,1% (11/78) vs L4 3,6% (4/110).

Profilul fenotipic L4 Profilul genotipic L4
| | |

HR E S 7Z EtoLfxCsPASAmKmCm H R E S Z EtoLfx Cs PASAm Km Cm

T T
p o §
T

Il

Figura 10. Profilul de rezistenta fenotipica si rezistenta genotipica pentru tulpinile L4
(culoarea rosie — tulpina rezistenta, verde - sensibila, alb-nedeterminat)

2.3 Determinante genetice ale Mpycobacterium tuberculosis cu rol potential in
raspandirea tulpinilor multidrog-rezistente in Republica Moldova

In studiul realizat aproape toate tulpinile secventiate (259/288, 90%) au fost purtitoare a cel
putin o mutatie compensatorie putativd. Mai exact, 212 tulpini prezentau o mutatie in rpoC, 38 de
tulpini prezentau o mutatie compensatorie in rpoB, 8 tulpini prezentau o mutatie in rpoA, 38 de
tulpini au fost gasite cu o mutatie 1n regiunea promotorului thyX, iar 3 tulpini prezentau o mutatie
in regiunea promotorului ahpC. Dintre acestea, 41 de tulpini prezentau mutatii in mai mult de una

dintre genele mentionate anterior. Mutatii compensatorii au fost gasite Tn 93,2% dintre tulpinile cu
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mutatii in rpoB S450L, dintre care 83,9% in gena rpoC si 9,2% in gena rpoB, in timp ce tulpinile
fara mutatia S450L au avut o rata mai mica (38,4%) de mutatii compensatorii, dintre care in gena
rpoC (5,1%) si rpoB (33,3%).

Proportia de mutatii compensatorii putative in rpoC a fost mai mare la tulpinile L4 in
comparatie cu tulpinile L2 (81,1% fatd de 63,7%, p=0,001), in principal din cauza expansiunii
clonale a tulpinilor 4.2.1/Ural cu mutatia rpoC V483G. Mutatiile compensatorii in rpoB au fost
mai raspandite in randul izolatelor L2 decat in randul izolatelor L4, (18,5% vs 9,1%, p=0,02).
Mutatiile In rpoA au fost prezente doar in tulpinile L2 (6,45% vs 0%, p=0,001). De asemenea,
posibilele mutatii compensatorii in thyX au fost mai des intalnite in tulpinile L2 (29,03% vs 1,2%,
p<0,00001 ). Mutatii in regiunea promotorului genei ahpC au fost identificate doar in 3 izolate
(doud L4 siunul L2) (Figura 11 A-D).

In special, izolatele cu o mutatie compensatorie in rpoC au avut o rati de clusterizare mai
mare decat izolatele care nu au o astfel de mutatie (57,2 % fata de 33,3 %, p=0,0007) (Figura 11
B). Conform reprezentdrii grafice in functie de linia geneticd, aceastd observatie a fost
semnificativa din punct de vedere statistic numai in cazul izolatelor L4 (67,7 % vs 45,2 %, p=
0,02) si nu si in cazul L2 (41,8 % vs 26,7 % p= 0,1) (Figura 11 F). Nu a existat nicio diferentd
intre prezenta/absenta unei mutatii compensatorii putative in rpoC in ceea ce priveste lungimea
bratelor terminale si numarul de mutatii rezistente la medicamente (Figura 11 F, K). Tulpinile care
au suferit mutatii rpoA au avut o ratd de clusterizare mai mica si o lungime mai mare a bratelor
terminale (0% vs 53,2%, p= 0,003) si (2,2*10-3 vs 6,09*10-4, p=0,0002), in mod corespunzator
(Figura 11 C, G, L). De remarcat numarul limitat de tulpini cu mutatii rpoA - doar 8 tulpini, toate
apartindnd L2. Astfel, compararea ratei de clusterizare si a lungimii bratelor terminale intre
izolatele L2 cu mutatii compensatorii In rpoA si cele care nu au mutatii, aratd o diferenta
semnificativd doar pentru lungimea bratelor terminale. (2,2%107 [IiC 2,0%¥107 - 2,3*107] fata de
7,3*¥10* [IiC 3,6%10*-1,6%107%], p=0,002, corespunzitor) si nu pentru rata de clusterizare (Figura
12 G, Figura 13 C). Nu a existat nicio diferentd intre prezenta/absenta mutatiei compensatorii in
poA 1n ceea ce priveste numarul de mutatii rezistente la medicamente in intreaga cohorta si in
fiecare dintre cele doud linii principale (Figura 13 G, Figura 11 L). La izolatele purtatoare de
mutatii compensatorii rpoB nu au existat diferente in ceea ce priveste rata de clusterizare, lungimea
bratelor terminale si numarul de mutatii rezistente la medicamente comparativ cu tulpinile fara
aceste tipuri de mutatii, atit in Intreaga cohorta, cat si stratificate pe linii (Figura 12, E, Figura 13
A, E). Tulpinile cu o mutatie in regiunea promotorului genei thyX au avut mai putine mutatii de

rezistentd la medicamente decat tulpinile fira mutatii in promotorul genei thyX (6 [IIC 5-7] vs 7
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[1iC 6-8], p=0,005), nu s-au observat diferente in ceea ce priveste rata de clusterizare sau lungimea

bratelor terminale in comparatie cu tulpinile cu mutatii thyX (Figura 11 D, H, M).
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Figura 11. Mutatii compensatorii si transmisibilitatea in intreaga cohorta de tulpini de M.
tuberculosis complex

mai mare (61,1% vs 26,1%, p=0,0004) si o lungime a bratelor terminale mai micad (5,4*10

La fel, tulpinile L2 care au mutatii in promotorul genei thyX au avut o rata de clusterizare

4

[1,8%10* vs 8,6%10] vs 1,010 [5,4*10* - 2,2*107], p<0. 0001) in comparatie cu tulpinile L2

fara astfel de mutatii, in timp ce tulpinile L4 care au mutatii in promotorul thyX au avut o lungime

a bratelor terminale mai mare decat cele L4 fira astfel de mutatii (2,010 [2,0¥10-2 - 3,8%107]

vs 5,4*107* [1,8*10™* - 1,0¥10*], p=0,02) (Figura 12 H, Figura 13 D).
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Homoplazia si posibila selectie pozitiva

Au fost detectate 145 de mutatii care prezentau semne de homoplazie (mutatii identice in
subgrupuri care nu au legatura filogenetica), care ar putea indica o selectie pozitiva a acestor loci
genomici. Dintre acestea nu au fost luate In considerare 75/145 de mutatii care au fost fie mutatii
cu codoni sinonimi, fie localizate in regiuni repetitive, cum ar fi familia de gene PE/PPE,
pseudogene, secvente de insertii si fagi, precum si SNP-urile nediferentiate pentru fiecare dintre
liniile genetice.

Fiecare dintre cele 70 de mutatii homoplazice, considerate pentru analiza finald, au fost
gasite Intr-un numar variabil de genoame analizate, de la 2 pana la 285 de tulpini dintre cele 288
analizate, rezultand intr-un numar total de 2624 de alele homoplazice in intreaga cohorta (Anexa
2). Cincizeci si trei (75,7 %) dintre aceste SNP-uri (1822 de alele; 69,4 %) au aparut in regiunile
codificatoare ale celor 25 de gene adnotate, iar 17 SNP-uri au fost gasite in regiunile intergenice.
Au fost identificate 43 de SNP-uri, cu selectie pozitiva, in 15 gene care sunt asociate cu rezistenta
la izoniazida (katG, fabGl), rifampicind (rpoB), moxifloxacinad (gyrA, gyrB), kanamicina (eis,
whiB7), D-cicloserina (alr), izoniazida, etionamida si protionamida (fabG1), etambutol (embA,
embB, ubiA), PAS (folC, Rv2670), streptomicind (rpsL, whiB7), delamanid (fbiC) si 7 SNP-uri
in 4 gene cunoscute pentru a compensa un deficit de adaptabilitate induse de mutatiile asociate cu
rezistenta la rifampicind (rpoC, rpoB, rpoA) si rezistenta la PAS (thyX) (Tabel 2, Figura 11).

De asemenea, au fost observate mutatii in prpR (Rv1129c 1433T si H355R), ce reprezintd o
gena asociata cu toleranta la medicamente [111], ambele mutatii au evoluat independent in doua
izolate L2. In general, izolatele atat L2 si L4 au avut un numir median similar de SNP-uri

homoplazice (9 [IIC 8-10] vs 9 [IIC 9-10], p < 0,9, respectiv).
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Figura 14. Homoplazie si selectie pozitiva putativa in functie de linia M. tuberculosis
complex

A fost analizat raportul numarul SNP-uri homoplazice fatd de numarul total de SNP-uri
diferentiatoare conform liniilor genotipice (SNP-urile filogenetice L2 si L4 nu au fost luate in

consideratie). In acest context, tulpinile L2, au avut un raport mai mare (p<0,0001) de SNP-uri
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homoplazice fata de toate SNP-urile diferentiatoare (0,039 [IIC 0,038 - 0,043] in comparatie cu
izolatele L4 (0,047 [1IC 0,039 - 0,052]) (Figura 14 A). Aceasti diferentd se observi, de asemenea,
la compararea SNP-urile homoplazice in genele de rezistentd (p = 0,03) si genele compensatorii
(p <0,0001) care ar putea indica o selectie pozitiva crescutd pentru izolatele L2 (Figura 14 B, C).

De mentionat ca mutatia Rv2828c TI141R, identificatd in analiza de homoplazie din
prezentul studiu si asociatd anterior cu o patologie radiologicd mai raspandita [111], a fost gasita
aproape exclusiv 1n randul izolatelor L2 (98% in L2 fatd de 1,2% in L4, p <0,0001).

Tabel 2. Homoplazia in genele implicate in rezistenta la medicamente si evolutia

compensatorie
Pozitia Gena Mutatia Medica | Indice | Preval L2 L4 p
genom ment consist enta
enta
1673425 | fabGl | -15¢>t H, Eth 0,125 164 14 (11,3) | 150 (91,5) | <0,0001
2715342 eis -10g>a Km 0,167 8 6(4,8) 2(1,2) 0,0790
2715344 eis -12¢>t Km 0,143 149 7(5,6) | 142(86,6) | <0,0001
2715346 eis -14c>t Km, Am 0,5 13 13 (10,5) 0 <0,0001
2715369 eis -37g>t Km 0,5 3 324 0 0,08
2747151 folC | S150G (age/Ggc) PAS 0,5 3 324 0 0,08
2747471 folC | I43T (atc/aCc) PAS 0,5 2 2(1,6) 0 0,2
2747480 folC | E40G (gag/gGg) PAS 0,5 2 2(1,6) 0 0,2
2986827 R\(/)2067 A5V (gca/gTa) PAS 0,2 16 324 13 (7,9) 0,07
3840391 alr D344N (gac/Aac) Cs 0,5 3 0 3(1,8) 0,3
3840393 alr M343T (atg/aCg) Cs 0,5 2 2(1,6) 0 0,2
4243217 | embA 1166?6 -16c>a; E 0375 | 28 | 4(32) | 24(146) | 0,001
4243221 | embA | -12c>t E 0,143 12 9(7,3) 3(1,8) 0,03
V483G
764817 rpoC | (gtg/gGg)/ V483 A 0,154 134 15(12,1) | 119(72,6) | <0,0001
(gte/gCg) Compens
764840 rpoC | 1491V (atc/Gtc) eaza 0,143 21 20 (16,1) 1 (0,6) <0,0001
rpoB
764916 rpoC | L516P (ctg/cCg) 0,333 3 324 0 0,08
3877960 rpoA | VI83A (gtc/gCc) 0,5 2 2(1,6) 0 0,2
Compense
3067961 thyX | -16c>t azi ThyA 0,5 36 26 (21,0) 0 <0,0001
Asociata
3135912 Rv282 T141R patologiei 0,5 122 121 1 (0,6) <0,0001
8¢ (9796)
pulmonare
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2.4 Asocieri dintre determinantele genotipice cu impact asupra rezistentei la
antimicrobiene a MTB si evolutiei clinice a tuberculozei

In cadrul studiului au fost evaluate potentiale asocieri dintre linia genotipici a M.
tuberculosis complex si caracteristicile clinice a bolii tuberculoase la bolnavii de la care au fost
izolate tulpinile respective (Tabel 3).

Caracteristicile clinico-demografice de baza ale lotului de bolnavi cu TB MDR de la care au
fost izolate tulpinile incluse in studiu, sunt date de varsta tanira (mediana 33 de ani [IIC, 42-53]),
genul masculin (79,2%) si prezenta leziunilor cavitare la radiografia toracicd (51,6%). Dintre
acesti bolnavi 7,4% erau HIV pozitivi. Cincizeci si noud la sutd dintre pacienti erau cazuri noi de
tuberculoza. Rata de vindecare 1n cohorta studiata a fost de 51,8%, in timp ce cea de incheiere a
tratamentului - 4,4%, cazurile de esec au constituit 7,7%, iar cele pierdute din supraveghere si
deces - 19,5% si 16,5% respectiv (Tabel 3).

Tabel 3. Caracteristicile clinice si rezultatele tratamentului conform liniilor genotipice ale

M. tuberculosis complex

Total (n=288) L2 (n=124) L4 (n=164) p
Barbati 228 (79,2%) 96 (77.4%) 132 (80.5%) 0,6
Varsta, mediana [1iC] 33 [1iC 42-53] 3452’? 5[3II7C] 42 (5H£ 33- 0.8
HIV pozitiv (n=269) 20 (7,4%) 11 (9,6%) 9 (5,8%) 0,3
Diabet (n=118) 10 ( 8,5%) 7 (5,9%) 3 (1,9%) 0,1
Tipul cazului TB
Cazuri noi 170 (59,0%) 76 (61,3%) 94 (57,3%) 0,6
Retratament dupd 68 (23,6%) 24 (19,3%) 44 (26,8%) 0,2
recidiva
Retratament dupa esec 33 (11,5%) 10 (5,8%) 7 (4,3%) 0,2
Retratament dupa
pierderea din 17 (5,9%) 14 (11,3%) 19 (11,6%) 1,0
supraveghere
f:jl‘(‘)‘;‘r‘a;‘lv(‘;f;;;‘) 142 (51,6%) 69 (59%) 73 (46,2%) 0,04
Nr. de medicamente 5 [1iC 4-5] 4 [1iC 3-5] 5 [1iC 4-5] 0,02
active
Rezultate tratament
(n=272)
Vindecat 141 (51,8%) 54 (46,6%) 87 (55,8%) 0,1
Tratament incheiat 12 (4,4%) 5 (4,3%) 7 (4,5%) 1,0
Esec 21 (7,7%) 15 (12,9%) 6 (3,9%) 0,01
Pierdut din supraveghere 53 (19,5%) 22 (19%) 31 (19,9%) 0,9
Deces 45 (16,5%) 20 (17,2%) 25 (16,0%) 0,9

1IC=intervalul intre cuartile

Pentru a evalua reprezentativitatea lotului selectat randomizat pentru acest studiu, au fost
comparati toti parametrii clinici disponibili ai pacientilor din studiu (n=288) cu cei ai pacientilor

diagnosticati cu TB MDR 1n perioada 2013-2018, dar neinclusi (n= 5608). Astfel, nu au existat
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diferente semnificative in ceea ce priveste genul pacientilor, frecventa leziunilor cavitare si a
diabetului zaharat, precum si in numarul de pacienti cu recidiva a bolii si al celor tratati dupa ce
au fost pierduti din supraveghere (Tabel 4). Cu toate acestea, pacientii din cohorta de studiu au
fost in medie cu 3 ani mai In varsta, au avut o rata mai joasd a coinfectiei TB/HIV, dar o rata mai
mare a cazurilor noi si una mai mica a pacientilor dupa esec al terapiei anterioare.

Tabel 4. Caracteristicile pacientilor cu TB MDR tratati in Republica Moldova in perioada

2013-2018
Pacienti TB MDR in Pacienti TB p
Moldova, 2013-2018 MDR inclusi in
neinclusi in studiu studiu (n=288)
(n-5608)
Barbati 4361 (77,7%) 229 (79,5%) 0,5
Varsta, media+ deviatia 39.7+412.7 42,5412.7 0,0002
standard
HIV pozitiv 649 (11,9%) 20 (7,4%) 0,02
Diabet 141 (2,5%) 10 (3,5%) 0,3
Leziuni cavitare 3212 (57,3%) 142 (51,6%) 0,07
Istoricul TB
Cazuri noi 2457 (43,8%) 170 (59,3%) <0,0001
Episod anterior de TB - 1267 (22,6%) 68 (23,6%) 0,7
recidiva
Episod anterior de TB - esec 1016 (18,1%) 17 (5,9%) <0,0001
Episod anterior de TB -
pile)rdut din supraveghere 868 (15,5%) 33 (11,5%) 0.6

Comparand caracteristicile clinico-demografice ale bolnavilor cu diferite linii genotipice ale
M. tuberculosis complex (L2 sau L4) in regresia univariatd, nu au fost observate diferente dintre
acestea dupa variabilele ca: varsta, sexul, statutul HIV, diabetul zaharat, episoadele anterioare de
TB (p > 0,05). La fel, nu au fost diferente in rata mutatiilor compensatorii (p=0,072). Cu toate
acestea, cazurile de boald provocate de linia genotipica L2 au fost caracterizate de o probabilitate
mai mare a leziunilor cavitare (OR = 1.67, 95% CI 1.03-2.71, p=0.04) si o ratd mai mare de esec
al tratamentului (OR 4.03 95% CI 1.47-11.01, p=0.007), aceasta in conditiile unui numar mai mic
de medicamente antituberculoase cu susceptibilitate demonstrata in schema initiald de tratament 4
(IiC 3-5) versus 5 (IIC 3-5) in L4 si L5, respectiv (Tabel 5).

Tabel 5. Asocieri ale mutatiilor implicate in rezistenta la medicamente si caracteristicile
clinice cu linia genotipica de Mycobacterium tuberculosis complex

Variabila dependenta Regresie logistica univariata
Variabila Linia 2 Linia 4 95% CI | 95% CI
independenta | (n=124) o (n=164) o OR inferior | superior P
Sexul
Feminin 28 22,6 32 19,5 REF
Masculin 96 77,4 132 80,5 0,83 0,47 1,47 0,53
Virsta
<31 27 21,8 30 18,3 REF
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31-50 56 452 85 51,8 0,73 0,39 1,36 0,32
>50 41 33,1 49 29.9 0,93 0,48 1,81 0,83
Anul

2013 26 21,0 26 15,9 REF

2014 24 19,4 26 15,9 0,92 0,42 2,01 0,83
2015 14 11,3 29 17,7 0,48 0,21 1,12 0,09
2016 17 13,7 36 22,0 0,47 0,21 1,04 0,06
2017 19 15,3 25 15,2 0,76 0,34 1,70 0,51
2018 24 19,4 22 13,4 1,09 0,49 2,41 0,83
HIV

Negativ 104 83,9 146 89,0 REF

Pozitiv 11 8.9 9 5,5 1,72 0,69 423 0,25
n/a 9 7.3 9 5,5 1,40 0,54 3,66 0,49
Diabet

Nu 111 89,5 155 94,5 REF

Da 7 5,6 3 1,8 3,25 0,83 12,88 0,09
n/a 6 4.8 6 3,7 1,40 0,44 444 0,57
Tipul cazului

Caz nou 76 61,3 94 57,3 REF

Istoric TB- 24 19.4 44 268 | 067 | 038 121 0,19
recidiva

Istoric TB- 10 8,1 7 43 1,77 0,64 4.86 027
esec

Istoric TB-

pierdut din 14 11,3 19 11,6 0,91 0,43 1,94 0,81
supraveghere

Cavitati la

inceputul

tratamentului

Absente 48 38,7 85 51,8 REF

Prezente 69 55,6 73 445 1,67 1,03 2,71 0,04
n/a 7 5.6 6 3,7 2,07 0,66 6,50 0,21
Nr.

medicamente | (5 5 5[4-5] 0.82# | 0,68 099 | 0,04
active *

mediana [IiC]

Rezultatul

tratamentului

vindecat 54 46,6 87 55,8 REF

Incheiat 5 43 7 4,5 1,15 0,35 3,81 0,82
Esec 15 12,9 6 3,9 4,03 1,47 11,01 0,007
Pierdut din 22 19,0 31 19,9 1,14 0,60 2,18 0,68
supraveghere

Deces 20 17,2 25 16,0 1,29 0,65 2,54 0,46
n/a 8 6,5 8 4.9 1,61 0,57 455 0,37
Mutatii

compensatorii

Absente 3 2.4 7 43 REF

Prezente 121 97,6 157 95,7 1,15 0,53 2,49 0,72

Asocierea dintre linia genotipicd micobacteriand si caracteristicile nefavorabile ale bolii
tuberculoase (leziunile cavitare si esecul tratamentului) a fost testatd in cadrul unui model de
regresie logistica univariatd si consecutiv in cadrul uni model multivariat. In acest scop a fost

asumatd covariabilitatea dintre variabile precum, varsta, sexul, statutul HIV, diabetul zaharat si
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prezenta mutatiilor compensatorii. La fel, datorita lipsei diferentelor semnificative dintre liniile
genotipice dupad variabile precum numarul de medicamente cu sensibilitate demonstratd din
schema initiald de tratament, rezistenta la fluorochinolone si pirazinamida (p > 0,11, in regresie
logisticd univariatd) acestea nu au fost testate in modelul de regresie logisticd pentru prezenta
leziunilor cavitare.

Tabel 6. Asocieri intre parametrii clinici, linia genotipica a complexului Mycobacterium

tuberculosis complex, mutatiile implicate in rezistenta la medicamente si cele compensatorii
cu rezultatele negative ale tratamentului antituberculos

Cazuri noi Variabila dependenta Regresie logistica multivariata
Variabila Rezultat | Rezultat OR [95%CI |95%CI | p
. 9 negativ %o pozitiv % . . . . .
independenta (n=26) (n=102) ajustat | inferior |superior |ajustat
Linia
L4 11 42,3 58 56,9 REF
L2 15 57,7 44 43,1 1,64 0,49 5,51 0,43
Sexul
Feminin 4 15,4 22 21,6 REF
Masculin 21 80,8 80 78,4 1,72 0,31 9,60 0,54
Varsta, mediana 47,5 40,5
aic) (39-56) (31-51) 1,06# 1,00 1,11 0,04
HIV
Negativ 19 73,1 96 94,1 REF
Pozitiv 5 19,2 4 3,9 8,19 1,34 49,80 0,02
n/a 0 0 2 2,0 NA NA NA NA
Diabet
Absent 25 96,2 97 95 REF
Prezent 1 3,8 5 4,9 0,64 0,06 7,01 0,71
Leziuni cavitare
Absente 10 38,5 56 54,9 REF
Prezente 16 61,5 46 45,1 1,26 0,40 3,93 0,69
Nr. medicamente
active in schema
initiali*, mediana 4 (3-5) 5(4-5) 0,56# 0,31 1,02 0,06
[1icy
Fluoroquinolone*
Susceptibil 22 84,6 89 87,3 REF
Rezistent 4 15,4 13 12,7 0,90 0,19 4,26 0,89
Pyrazinamid*
Susceptibil 11 42,3 62 60,8 REF
Rezistent 15 57,7 40 39,2 0,91 0,22 3,75 0,90
Mutatii
compensatorii
Absente 3 11,5 13 12,7 REF
Prezente 23 88,5 89 87,3 4,84 0,58 40,15 0,14

Rezultatele negative includ esecul tratamentului si decesul. Rezultatele pozitive includ vindecarea §i
tratamentul finalizat (excluzand cazurile pierdute din urmadrire). #ipe unitate de crestere; *conform profilului de
rezistenta genotipicd la medicamente.
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In primul model predictiv pentru rezultatele nefavorabile ale tratamentului antituberculos a
fost demonstratd asocierea rezultatului terapiei cu varsta (OR 1,06 per an, 95% CI 1,00-1,11,
p=0,04), si statutul HIV al bolnavului (OR 8,19, 95% CI 1,34-49,80, p=0,02) (Tabel 6).

In cel de al doilea model de regresie logistici (de asociere cu leziunile cavitare) a fost
observata asocierea semnificativa cu linia genotipica L2 (OR 2,20, 95% CI 1,07-4,55, p=0,03)
(Tabel 7).

Tabel 7. Asocieri intre parametrii clinici, linia Mycobacterium tuberculosis complex si
mutatiile implicate in rezistenta la medicamente si efectele compensatorii cu boala cavitara
la inceputul tratamentului, in randul cazurilor noi

Cazuri Noi Variabila dependenta Regresie logistica multivariata
Leziuni Leziuni 95%
Variabilele cavitare % cavitare % OR CI 95% CI P
independente prezente absente ajustat inferio | superior | ajustat
(n=66) (n=73) r
Linia
L4 33 50,0 49 67,1 REF
L2 33 50,0 24 32,9 2,20 1,07 4,55 0,03
Sexul
Feminin 12 18,2 18 24,7 REF
Masculin 54 81,8 55 75,3 1,51 0,63 3,64 0,35
Varsta
<31 11 16,7 20 27,4 REF
31-50 37 56,1 39 53,4 1,55 0,62 3,80 0,34
>50 18 27,3 14 19,2 1,64 0,55 4,87 0,37
HIV
Negativ 60 90,9 63 86,3 REF
Pozitiv 5 7,6 8 11,0 0,76 0,22 2,61 0,65
Necunoscut 1 1,5 2 2,7 NA NA NA NA
Diabet
Absent 62 93,9 72 98,6 REF
Prezent 4 6,1 1 1,4 3,27 0,34 31,72 0,31
Mutatii compensatorii
Absente 5 7,6 10 13,7 REF
Prezente 61 92,4 63 86,3 1,70 0,52 5,51 0,38

2.4 Sinteza si interpretarea rezultatelor evaluarii diversitatii genotipice a
Mycobacterium tuberculosis complex in contextul dezvoltarii rezistentei antibacteriene si
prezentarii clinice a bolii

In prezentul studiu retrospectiv de cohorta realizat pe tulpinile MDR ale M. tuberculosis
complex circulante in Republica Moldova, am identificat diferente in caracteristicile genetice ale
tulpinilor de MTBC, asociate cu rezultatele nefavorabile ale tratamentului antituberculos si cu o
transmisibilitate crescuta. In timp ce tulpinile L4 (Ural) prezentau mai multe mutatii asociate cu
rezistenta si o transmitere potential mai recenta, tulpinile L2 au fost asociate cu boala cavitara si

cu un potential factor genetic de risc sporit pentru o patologie pulmonara mai severa.
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Studiile anterioare au evidentiat deja structura unica a populatiei bacteriene a tulpinilor
MTBC MDR din Republica Moldova, care este dominata doar de cateva grupuri L2, precum si de
expansiunea clonali a tulpinilor L4/Ural [8,9]. In special, subtipul L4/Ural si istoria sa evolutiva
pare a fi relativ tAnard, cu un strdmos comun datidnd din anii 1990 si o expansiune masiva a
dimensiunii populatiei la inceputul anilor 2000 [9]. O posibild explicatie pentru acest succes
epidemiologic al tulpinilor L4/Ural ar putea fi numarul mare de mutatii rezistente, in medie au fost
identificate sapte mutatii per tulpind, ceea ce probabil complicd diagnosticul si tratamentul
cazurilor de boald determinate de aceste tulpini. In comparatie cu tulpinile MDR de linia L2,
tulpinilor L4/Ural au o transmisibilitate mai ridicata, aceasta poate fi, de asemenea, determinata
de manifestarea incipienta si subclinica a tuberculozei, asa cum s-a sugerat anterior [162]. Altfel
spus, ar putea fi, ca pacientii cu aceste tulpini sa rdspandeasca infectia micobacteriana (prin bacterii
active metabolic dar nedetectate) cu sau fard de leziuni radiografice, dar sa nu prezinte intregul
spectru de simptome si semne clinice ale tuberculozei active [162]. Intr-un astfel de scenariu,
pacientii infectati cu o tulpind MDR L4 (Ural) ar fi diagnosticati prea tarziu din cauza absentei
simptomelor clare de tuberculoza sau ar putea fi externati prea devreme din cauza conversiei
aparente a culturii la timp (dar pastrarea de facto a contagiozitatii).

Intr-un context geografic mai larg, tulpinile MTBC MDR ce apartin liniei L2 din Republica
Moldova au, de asemenea, o transmisibilitate deosebit de inaltd. in studiile anterioare, au fost
identificate tulpini L2 din "focarul din Asia Centrala" si "focarul european/rus W148" in diferite
zone geografice din Asia Centrald, Europa de Est si Federatia Rusa [149,163]. Originea acestor
populatii micobacteriene dateaza din anii 1960, iar evolutia rezistentei la medicamente a acestor
tulpini a fost probabil influentatd de deficientele fostului sistem de sdnatate sovietic si de absenta
definitiilor si ghidurilor pentru managementul clinic al TB MDR inainte de anii 1990 [164,165].
Mai mult, tulpinile L2 au fost asociate cu esecul tratamentului si recidiva bolii [162]. O explicatie
pentru o ratd mai sporitd a rezultatelor nefavorabile ale tratamentului antituberculos in cazul
infectiei cu tulpini L2 (MDR) ar putea fi o patologie pulmonari crescuti [166—168]. In acest sens,
Grandjean et al. au asociat mutatia Rv2828c T141R cu o patologie radiologica mai extinsa la
pacientii din Lima, Peru, prezenta in special la tulpinile L4. Recent, aceeasi mutatie a fost, de
asemenea, detectata intr-o zona cu incidenta ridicata a tuberculozei M/XDR-TB in Mumbai, India,
si la tulpinile L2 [169]. Proteina ipoteticd Rv2828c face parte dintr-un sistem de toxine-antitoxine
si s-a constatat frecventa crescuta a acesteia si la tulpinile L2 rezistente la medicamente din Africa
de Sud. De asemenea, Farhat et al. au aratat cd gena Rv2828c este supusa unei selectii pozitive
intr-un set larg de MTBC din diverse zone geografice. In studiul realizat mutatia Rv2828c T141R

a fost identificata aproape exclusiv si cu o frecventa mare la tulpinile L2, ceea ce ar putea explica
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de ce pacientii cu TB MDR infectati cu o tulpind L2 au o probabilitate mai mare de a avea leziuni

imagistice cavitare si esec al tratamentului in Republica Moldova [10].

In studiul prezent, frecventa mutatiilor compensatorii a fost mai inalta printre tulpinile L2
MDR, in acelasi timp, tulpinile din expansiunea clonala observata in cazul L4.2.1 (Ural) prezinta,
de asemenea, mutatia compensatorie rpoC V483G, care ar putea fi un alt factor ce contribuie la
succesul epidemiologic si la transmisibilitatea acestei sublinii de L4.

Sunt cunoscute mai multe studii care sugereaza asocierea dintre caracteristicile genetice ale
tulpinilor de MTBC si particularitatile clinice ale bolii tuberculoase. Unele dintre ele au furnizat
dovezi cd variabilitatea genetica a MTBC influenteaza virulenta si imunogenitatea, care, la randul
lor, afecteaza rezultatele tratamentului si evolutia bolii [86,170,171]. Cu toate acestea, sunt
necesare mai multe eforturi pentru a explica interactiunile gazda-patogen si asocierea lor cu datele
clinice.

Limitarile acestui studiu sunt reprezentate de designul retrospectiv si de lipsa in analiza
efectuatd a izolatelor M. tuberculosis complex sensibile la medicamente. Trebuie admise si limitele
implicite date de utilizarea drept markeri ai transmiterii recente a distantei genetice si a lungimii
bratelor terminale care pot fi influentate de rata mutatiilor ridicatd/redusad sau timpul de latenta
diferit ale anumitor sublinii micobacteriene.

2.5 Concluzii la capitolul 2

1. Tulpinile MDR de Mycobacterium tuberculosis complex din Republica Moldova apartin in
principal genotipurilor L2 si L4, iar proportia lor este stabila pe parcursul perioadei de studiu;

2. Exista diferente semnificative in ceea ce priveste rezistenta la preparatele antituberculoase intre
liniile L2 si L4 de MTBC;

3. Rezistenta fata de anumite medicamente pentru tuberculoza este determinata de diferite mutatii
in L2 si L4;

4. Boala tuberculoasa are caracteristici clinice mai severe (frecventa mai mare a leziunilor cavitare
si esecuri) In cazurile cauzate de tulpinile L2 potential favorizate si de selectia pozitiva a
mutatiilor Rv2828c T141R;

5. Linia genotipica L4 are o ratd mai mare de rezistentd si de transmitere, care ar putea fi favorizata

de prezenta mutatiilor compensatorii.

60



3. DEZVOLTAREA REZISTENTEI LA BEDAQUILINA A
TULPINILOR DE MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS iN REPUBLICA
MOLDOVA

Tuberculoza multidrog-rezistentd (TB MDR), reprezintd o provocare majord in calea
elimindrii tuberculozei la scard mondiald, in cazul formelor MDR inregistrandu-se o ratd cu mult
mai mare a esecurilor terapiei antituberculoase. In tarile cu povard inalta a tuberculozei din
Europa de Est, TB MDR 1inregistreaza o incidenta deosebit de mare cu repercusiuni semnificative
asupra reducerii poverii socio-medicale a acestei boli [147].

Dobandirea rezistentei Mycobacterium tuberculosis la preparatele antitubeculoase
determina cautarea de noi medicamente eficiente, impotriva tuberculozei MDR si a tuberculozei
cu rezistentd extinsa la medicamente (XDR) [172]. In 2012, Food and Drug Administration a
aprobat utilizarea fumaratului de bedaquilina ca parte a terapiei combinate pentru TB MDR [173].
Noul medicament anti-TB, bedaquilina, a starnit mari asteptari, in reducerea ratei de deces si de
esec precum si scurtarea duratei de tratament in TB MDR [119]. In anul 2019 pe baza rezultatelor
unei meta-analize multinationale, Organizatia Mondiala a Sanatatii (OMS) a acordat prioritate in
tratamentul TB MDR fluorochinolonelor, bedaquilinei si linezolidului (toate clasificate ca agenti
din grupul A). Astfel, la ora actuald bedaquilina se numdira printre medicamentele
antituberculoase de prima intentie pentru tratamentul pacientilor cu TB MDR. in Republica
Moldova, bedaquilina a inceput a fi utilizata din septembrie 2016.

Studiile recente s-au concentrat pe identificarea tintelor genetice asociate cu rezistenta la
bedaquilind. Au fost descrisi mai multi loci genetici asociati cu rezistenta la bedaquilina, la fel,
existand date care demonstreaza posibilitatea unei rezistente la bedaquilina preexistente anterior
introducerii medicamentului [174]. Mutatiile in gena atpE, care codifica subunitatea C oligomerica
transmembranard a ATP-sintetazei, sunt legate biologic de rezistenta la bedaquilina in vitro [175].
Mutatiile Intr-un regulator transcriptional (Rv0678) al genelor care codifica inhibitorul pompei de
eflux MmpS5-MmpL5 genereaza o rezistenta de nivel scdzut la bedaquilina si determina rezistenta
incrucisatd atit la bedaquilina, cat si la clofazimina [176,177]. Mutatiile In Rv0678 reprezinta
principalul mecanism de rezistenta la CFZ, insa prevalenta tulpinilor rezistente la clofazimina si a
mutatiilor in Rv0678 in izolatele clinice de MTBC ramane necunoscutad [178,179]. Au fost descrise
in vitro, mutatiile in gena pepQ (prolin-aminopeptidazei - Rv3525c) care conferd rezistentd
incrucisatd de nivel scazut intre bedaquilind si clofazimina [180,181], dar care Incd nu a fost
descrisa 1n randul izolatelor clinice [178]. Mutatiile In Rv0678 par a fi principalul mecanism care
confera rezistentd, asociate cu concentratii minime inhibitorii (CMI) variabile.

In prezenta lucrare a fost realizat un studiu transversal de cohorta, in care a fost investigat
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fenomenul de dobandire a rezistentei la bedaquilina la pacientii cu TB MDR care au administrat
bedaquilind in regimul de tratament, la fel, fiind analizati factorii de risc asociati cu esecul
tratamentului si deces la bolnavii cu rezistentd la bedaquilini. In acest scop a fost efectuata
secventierea Intregului genom bacterian (WGS) si fenotiparea tulpinilor de M. tuberculosis
complex izolate din sputa pacientilor TB MDR, care au primit bedaquilina in Republica Moldova

in perioada 2016 - 2018.

3.1 Material si metode

Selectia tulpinilor M. tuberculosis complex incluse in studiu

In studiu au fost incluse probele izolate si stocate in biobanca Laboratorului National de
Referintd in Microbiologia Tuberculozei (LNR) din Chisindu, Republica Moldova, de la toti
pacientii cu TB MDR care au inceput un regim de tratament cu bedaquilina in perioada 2016 -
2018, si care au avut stocata cel putin un izolat de M. tuberculosis complex din sputa colectata
anterior initierii tratamentului pentru episodul respectiv de boald. Informatia despre rezultatele
testelor fenotipice de sensibilitate la medicamentele antituberculoase (TSM) efectuate de rutina,
cat si datele demografice si clinice, inclusiv regimurile terapeutice si rezultatele tratamentului au
fost extrase din Sistemul informational de monitorizare si evaluare a tuberculozei (SIME-TB) din
Republica Moldova.

Au fost analizate tulpini clinice de M. tuberculosis complex izolate de la 82 de pacienti cu
TB MDR, colectate in biobanca LNR din Chisinau, Republica Moldova. Tulpinile M. tuberculosis
complex au fost izolate de la pacienti inainte de inceperea tratamentului cu bedaquilind si/sau dupa
initierea regimului de tratament cu bedaquilina in Republica Moldova 1n perioada septembrie 2016
- iunie 2018. Din cauza contaminadrii sau a lipsei de crestere au fost excluse 11 probe, astfel in
analiza finald au fost incluse 97 de izolate M. tuberculosis complex izolate de la 71 de pacienti
(Figura 15).

Testarea fenotipica a sensibilitatii antimicrobiene

Pe langa informatia despre rezultatele testelor fenotipice de sensibilitate la medicamentele
efectuate de rutind extrase din SIME-TB, pentru toate izolatele incluse 1n studiu a fost realizata
bedaquilina si clofazimina. A fost determinata cresterea la 0,5 mg/L, 1,0 mg/L (corespunzator
concentratiei critice OMS) si 2,0 mg/L de bedaquiling, si clofazimina, utilizand sistemul
BACTEC MGIT960 (Becton Dickinson, SUA). n acest scop culturile pe mediul Lowenstein-
Jensen, omogenizate in 4,5 ml de apa sterild si ajustate la standardul McFarland 1,0 prin
masurarea densitdtii optice, au fost transferate si cultivate In MGIT960 in conformitate cu

instructiunile producatorului (BD Microbiology systems, SUA). Puritatea culturii MGIT a fost
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verificatd prin coloratia Ziehl-Neelsen si prin testul rapid cu antigen MPT64 (BD Microbiology
systems, SUA). Dupa incubare, un tub MGIT pozitiv a fost utilizat pentru TSM pana 1n a cincea
zi inclusiv. Un mililitru de suspensie de cultura a fost transferat intr-un recipient cu 4,0 ml de
solutie salina sterila. Jumatate de mililitru in dilutie 1:5 din cultura de testare a fost utilizat pentru
inoculare in tuburile care contineau medicament anti-TB de 0,5 ori, 1 ori si 2 ori mai mare decat
concentratia critica actuala de bedaquilina si clofazimina, adica 1mg/L (recomandatd de OMS).
Controlul cresterii in mediu fara medicament a fost inoculat in dilutia 1:500. Rezultatele TSM au
fost determinate in momentul in care tubul de control al cresterii prezenta >400 de unitati de
crestere (UC) iIntre ziua 4 si ziua 13. Interpretarea rezultatelor TSM a fost urmétoarea: nicio
crestere in flaconul cu medicament - "sensibil", 1-399 UC - "intermediar" si >400 UC "rezistent".

Testele de sensibilitate fenotipica au fost efectuate in conformitate cu procedurile standard
de operare pentru TSM pentru medicamentele de linia a doua, utilizand sistemul BACTEC MGIT
960. Tulpinile au fost cultivate in mediu lichid (MGIT) pentru pregatirea inoculului TSM. Pentru
fiecare izolat, medicamentele au fost testate la trei concentratii (Tabel 8).

Tabel 8. Concentratiile de medicamente testate

Concentratie joasa Concentratie criticA | Concentratie inalta

Bedaquilina 0.5 pg/ml 1 pg/ml 2 pug/ml
Clofazimina 0.5 pg/ml 1 pg/ml 2 ug/ml

Testele de sensibilitate antimicrobiana pentru alte antibiotice, rezultatele carora au fost
extrase din SIME-TB, au fost efectuate in sistemul MGIT960, utilizand concentratiile critice
recomandate de OMS in conformitate cu instructiunile producétorului (Becton Dickinson, SUA)

si conform instructiunilor din ghidurile OMS [1]

Extragerea ADN-lui genomic a tulpinilor de MTBC MDR

Izolatele clinice de M. tuberculosis complex au fost supuse extractiei de ADN genomic in
Laboratorul National de Referintd pentru Tuberculoza din Chisindu, Republica Moldova. Probele
pastrate la -80°C au fost prelucrate si cultivate pe medii solide folosind metode standard.

Tulpinile M. tuberculosis complex au fost inoculate pe mediul Lowenstein Jensen la 37°C,
pana cand cresterea a fost clar vizibila. Coloniile au fost transferate intr-un tub de
microcentrifugare (2,0 ml) care continea 400 pl de tampon TE si au fost Incalzite timp de 20 de
minute la 80 °C pentru a distruge bacteriile. Dupa 3 min de centrifugare la 13 000 r, a fost eliminat
supernatantul si au fost addugate 400 pl de solutie tampon TE, urmat de o agitare in vortex pentru
a separa celulele. S-au adaugat apoi 50 pl de lizozim (10 mg/ml), ulterior s-a vortexat si incubat

solutia peste noapte la 37 °C. A doua zi, s-a adaugat 70 ul de SDS 10 %, 5 ul de proteinaza K (10
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mg/ml), s-a vortexat usor si incubat solutia 10 minute la 65 °C. Ulterior, au fost adaugate 100 pl
de NaCl 5M, 100 pul de CTAB/NaCl (preincalzit 1a 65 °C), urmat de vortexare si incubare timp de
10 min la 65 °C. Apoi au fost addugate 750 pl de amestec de cloroform/izoamiloalcool (24:1), a
fost inversat tubul de cateva ori si centrifugat la temperatura camerei timp de 15 min la 13 000 r.
Supernatantul apos a fost transferat cu grija intr-un nou tub de microcentrifugare si s-a adaugat 0,6
volum de izopropanol pentru a precipita acizii nucleici timp de 30 min la -20 °C (sau mai mult).

Apoi s-a centrifugat timp de 10 minute la temperatura camerei la 13 000 r, a fost Inlaturat
supernatantul si spalat ADN-ul in 0,5 ml de etanol 75 % rece, inversand tubul de cateva ori, urmat
de o centrifugare de 5 minute la temperatura camerei si s-a Inldturat cu precautie supernatantul.
Stratul de ADN a fost uscat la 60 °C timp de aproximativ 10 minute, iar ADN-ul a fost dizolvat in
cele din urma in 100 pl de tampon TE la 37 °C timp de 30 de minute sau la temperatura camerei
pana cand ADN-ul a fost complet dizolvat.

Secventierea intregului genom micobacterian

ADN-ul extras din 97 de izolate de M. tuberculosis complex obtinute de la 71 de pacienti cu
TB MDR care au administrat in regimul de tratament bedaquilina, a fost supus secventierii
intregului genom (WGS) la Centrul de Cercetdri Borstel, Germania. Probele de ADN au fost
cuantificate, supuse unor masuri de control al calitatii si vizualizate cu ajutorul unui fluorimetru
Qubit si al unui gel de electroforeza pe agaroza.

Secventierea a fost realizatd cu o acoperire medie minimad a genomului de 50x, folosind
librarii de ADN Tmperecheate si tehnologia Illumina (Nextera-XT si NextSeq500). Librariile de
secventiere perechi au fost construite cu dimensiuni de insertie de aproximativ 300 pb, utilizand
kituri standard de la Illumina in conformitate cu instructiunile producétorului (Illumina, SUA)
[36]. Fisierele Fastq (date brute de secventiere) au fost trimise la European Nucleotide Archive si
au fost cartografiate pe genomul de referintd M. tuberculosis complex H37Rv (ID GenBank:
NC 000962.3) utilizdnd pipeline MTBseq [157]. Au fost luate in considerare mutatiile
(polimorfisme de un singur nucleotid (SNP), insertii si deletii) in 92 de gene implicate in rezistenta
la medicamente si acoperite de cel putin o citire in ambele directii a catenelor de ADN si o citire
care sd numeasca alela cu cel putin un scor phred de 20. Predictia rezistentei genotipice a fost
realizatd pe baza unui catalog de mutatii de la Centrul de cercetdri Borstel, Germania, pe baza
informatiilor disponibile la data de 3 iulie, 2020. Pe baza rezultatelor WGS, au fost clasificate
izolatele de M. tuberculosis complex ca fiind extrem de rezistente la medicamente — XDR (MDR
plus rezistenta suplimentara fata de orice fluorochinolona si cel putin un medicament injectabil),
in conformitate cu clasificarea OMS pana la 12/2020, si pre-XDR (adica MDR plus rezistenta
suplimentara fata de orice fluorochinolona sau cel putin un medicament injectabil). Au fost luate

in considerare variantele care au fost acoperite de cel putin patru lecturi pe ambele directii de citire
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a catenelor de ADN, patru lecturi care indicd alela cu cel putin un scor phred de 20 si o frecventa
a alelei de 75%.

Tratamentul tuberculozei rezistente la rifampicina in Republica Moldova (2016-2018)

Pe parcursul studiului, tratamentul pacientilor cu tuberculoza MDR 1n Republica Moldova a
fost oferit in conformitate cu Protocolul national de tratament al tuberculozei, in conformitate cu
recomandarile OMS pentru tratamentul tuberculozei MDR [156]. Conform acestuia toti pacientii
au inceput initial cu un regim standardizat de cinci medicamente TB de linia a doua, inclusiv o
flurochinolond (levofloxacind sau moxifloxacind), un injectabil de linia a doua (capreomicind sau
amikacind), etionamida, cicloserind si pirazinamidd. Regimul standardizat a fost apoi ajustat,
atunci cand a fost necesar, odata ce rezultatele testelor fenotipice de sensibilitate la medicamente
au devenit disponibile. Durata tratamentului a fost ghidatd de momentul conversiei culturii si a
inclus o faza intensiva initiald de 6-8 luni, urmata de o faza de continuare cu o duratd de 12-16
luni.

Metode de analiza statistica

Pacientii cu izolate secventiate si rezultate ale tratamentului au fost impartiti in doua grupuri:
rezultate pozitive ale tratamentului (considerat vindecat, adicd niciun semn de recidiva a bolii
(clinic sau microbiologic) pand la 6 luni de la terminarea tratamentului) si rezultate negative ale
tratamentului (inclusiv decesul cauzat de TB sau de alte cauze si esecul tratamentului, adica nicio
culturd negativa in termen de 8 luni de la tratament). In aceste grupuri au fost analizati urmatorii
predictori pentru rezultatul negativ al tratamentului: linia M. tuberculosis complex, sexul,
clasificarea cazurilor (caz nou si tratat anterior), XDR (adicd MDR cu rezistenta suplimentara la o
fluorochinolona si la un medicament injectabil de linia a doua; clasificarea OMS pana in 12/2020),
prezenta cavitatilor, statutul HIV, varsta si numarul de medicamente cu rezistentd confirmata la
inceputul tratamentului care au fost incluse in regimul bazat pe bedaquilind. Pentru analiza
comparativa a fost aplicat testul exact al Iui Fisher si s-a calculat raportul sanselor (Odds Ratios -
OR) prin tabelele de contingenta 2x2. Pentru tabelele de contingentad cu valoarea zero pentru cel
putin una dintre celule, am utilizat corectia Haldane-Anscombe prin adaugarea a 0,5 la fiecare
celula. Pentru a compara predictorii cu variabile continue, adica varsta si numarul de medicamente
inactive, am utilizat analiza de regresie logistica. Diferenta dintre numarul de medicamente
inactive Intre pacientii cu rezultate pozitive si negative ale tratamentului, precum si varsta
pacientilor au fost comparate cu testul Mann-Whitney-U, deoarece nu am observat o distributie
normala (p<0,001, testul de normalitate Shapiro-Wilk). Comparatiile perechi ale caracteristicilor
pacientilor (pacienti inclusi vs. pacienti exclusi) au fost efectuate cu testul exact a lui Fischer.

Consideratii etice

Protocolul studiului a fost aprobat de catre Comitetul de Etica a Cercetarii al Universitatii
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de Stat de Medicind si Farmacie ,,Nicolae Testemitanu" nr. 49 din 12.04.2018 si Consiliul de
evaluare institutionald al Institutului de Ftiziopneumologie "Chiril Draganiuc", Chisinau,
Republica Moldova (Nr.1/07.2019). Studiul nu a inclus interventii fizice asupra pacientilor, iar

toate informatiile colectate au fost anonimizate la sursa.

3.2 Rezultatele aprecierii rezistentei genotipice si fenotipice la bedaquilina

Caracteristica lotului de studiu

In perioada ianuarie 2016 - decembrie 2018, in Republica Moldova, au initiat tratamentul
TB MDR 2967 de pacienti, inclusiv 1413 cazuri noi si 1554 cazuri de retratament.

Din totalul de pacienti TB MDR tratati in perioada 2016-2018, au primit bedaquilina ca parte
a regimului de tratament anti-TB MDR, 203 (6,8%) bolnavi (Figura 15). Dintre acestia, in
prezentul studiu au fost inclusi cei care au avut cel putin un izolat de M. tuberculosis complex din
perioada de referintd stocat in biobanca Laboratorului National de Referintd in Microbiologia
Tuberculozei. Astfel, in scopul studiului au fost identificate tulpini de M. tuberculosis complex de
la 82/203 (40,4%) de pacienti. Izolatele de la ceilalti 121 de pacienti nu au fost disponibile in
biobanca LNR. Pentru noud dintre acesti pacienti au fost identificate doar cate un izolat din
perioadad de dupa initierea tratamentului, motiv din care nu au fost inclusi in analiza finala. La fel,
izolatele de M. tuberculosis complex de la alti unsprezece pacienti au fost excluse din studiu
deoarece nu s-a reusit cresterea lor sau erau culturi contaminate. Astfel, lotul considerat pentru
analiza finala a cuprins 18 cazuri noi de TB si 44 de retratamente (total 62 izolate). Mediana varstei
bolnavilor de la care au fost izolate tulpinile analizate a fost de 39 de ani (interval intre cuartile
(IIC) 34-45 de ani). Majoritatea pacientilor au fost de sex masculin 50/62 (80,6%), diagnosticati
cu boald cavitard 45/62 (72,6%) si HIV seronegativi 54/62 (87,1%). Pentru a evalua
reprezentativitatea lotului de studiu caracteristicile clinico-epidemiologice disponibile ale
bolnavilor cu izolate, inclusi in studiu au fost comparate cu cele ale bolnavilor diagnosticati in
perioada de referintd, dar neinclusi in cercetare.

Caracteristicile analizate au inclus resedinta, sexul, varsta, rezultatul microscopiei, definitia
cazului, statutul HIV si rezultatul tratamentului. Astfel nu au fost observate diferente semnificative

intre lotul inclus si cel neinclus in cercetare (p > 0,09) (Tabel 9).
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203/2967 (6,8%) pacienti TB-MDR cu BDQ
(2016-2018)

I

82/203 (40,4%) pacienti TB-MDR cu BDQ

cu tulpini in biobanca LNR (108 tulpini) St Tl el e
l - (contaminate/fara
71/203 (35,0%) pacienti TB-MDR crestere)

cu BDQ analizate (97 tulpini)

/\

62 pacienti TB-MDR cu BDQ cu tulpini 9 pacienti TB-MDR cu BDQ cu tulpini
pre-expunere, (0 rezistente la BDQ) doar post-expunere, (4 rezistente la BDQ)

A

26 pacienti TB-MDR cu BDQ cu tulpini pre- 36 pacienti TB-MDR cu BD Inini d
sl post-expunere pacienti TB- cu BDQ cu tulpini doar
_ § o pre-expunere
- 4/26 (15,4%) rezistenta dobandita la BDQ - 29 cazuri cu culturi post-expunere negative

- 1/26 (3,8%) reinfectie cu tulpind BDQ - 7 cazuri fard specimene post-expunere
rezistenta

Figura 15. Selectarea tulpinilor M. tuberculosis pentru determinarea rezistentei dobandite
la bedaquilina

Genotiparea in baza Whole Genome Sequencing (WGS) a izolatelor micobacteriene
analizate a evidentiat ca 56,5% dintre pacienti au fost infectati cu o tulpind M. tuberculosis
complex de linia 2 (L2) (35/62), iar ceilalti 43,5% (27/62) - cu o tulpind M. tuberculosis complex
de linia 4 (L4).

Pe baza rezultatelor WGS, 32,3% dintre pacienti au fost clasificati ca pre-XDR*, iar 50,0%
au fost clasificati ca XDR* inainte de inceperea regimului de tratament care continea bedaquilina
(*conform clasificarii OMS panda la 12/2020). Ratele de rezistenta la medicamente
antituberculoase conform datelor WGS au constituit: 100% la streptomicina, 66,1% la etambutol,
71,0% la pirazinamida, 59,7% la fluorochinolone, 72,6% la kanamicina, 24,2% la amikacina,
22,6% la capreomicind, 75,8% la etionamida, 25,9% la acid para-aminosalicilic, 12,9% la
cicloserina.

La momentul efectuarii analizei statistice a datelor primare aferente studiului, 16,1%
(10/62) dintre pacienti erau inca in tratament sau au fost pierduti din supraveghere. Din cei 52 de
pacienti ramasi, 71,2% (37/52) au fost considerati vindecati (fard semne clinice sau
microbiologice de recidiva a bolii pana la 6 luni de la finalizarea tratamentului), 5,8% (3/52) au
decedat, iar 23,1% (12/52) au intrunit criteriile de esec al tratamentului, adica nu au inregistrat
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nicio culturd negativa la termenul de 8 luni de la initierea tratamentului. Ratele de esec al
tratamentului si de deces in lotul de studiu au fost comparabile cu cele in rindul pacientilor TB

MDR neinclusi in cercetare In care au constituit respectiv 27,0% si 8,2%, p > 0,71.

Tabel 9. Caracteristicile clinico-demografice ale pacientilor inclusi versus cei neinclusi in

studiu
Caracteristici ]l;(gi)p;;lle;i tzl(lnc; Pacie:,)ngi inclusi Pacieonti exclusi p
% (n) Yo () Yo (n)
Mediul urban 48,8 (99/203) 41,9 (26/62) 51,8 (73/141) 0,2
Genul masculin 75,9 (154/203) 80,6 (50/62) 73,8 (104/141) 0,4
Varsta,
mediana (1iC) 37 (31-45) 39 (34-45) 36 (30-45) 0,09
Microscopie 72,4 (147/203) 74,2 (46/62) 71,6 (101/141) 0,7
pozitiva
Tipul cazului de tuberculoza
Cazuri noi 25,1 (51/203) 29,0 (18/62) 23,4 (33/141) 0,5
CTA-recidiva 14,8 (30/203) 12,9 (8/62) 15,6 (22/141) 0,7
CTA-pierdut
din 13,8 (28/203) 17,7 (11/62) 12,1 (17/141) 0,3
supraveghere
CTA-esec 46,3 (94/203) 40,3 (25/62) 48,9 (69/141) 0,3
Rezultatele tratamentului
in tratament la
momentul
sncheierii 6,9 (14/203) 6,5 (4/62) 7,1 (10/141) 1,0
studiului
pierdut din 7.4 (15/203) 9.7 (6/62) 6.4 (9/141) 0.4
supraveghere
vindecat 66,7 (116/174) 71,2 (37/52) 64,8 (79/122) 0,5
esec 25,9 (45/174) 23,1 (12/52) 27,0 (33/122) 0,7
deces 7,5 (13/174) 5,8 (3/52) 8,2 (10/122) 0,8
Statut HIV
HIV pozitiv 12,7 (25/197) 12,9 (8/62) 12,6 (17/135) 1,0
HIV necunoscut | 3,0 (6/203) 0,00 (0/62) 4,3 (6/141) 0,2

Caracteristicile tuturor pacientilor care au primit un regim de tratament antituberculos ce contine
bedaquilind (BDQ), in Republica Moldova (2016-2018). IIC=interval intre cuartile, CTA=caz tratat
anterior.

Rezistenta fenotipica si genotipica la bedaquilina

In studiu au fost identificate noua tulpini de M. tuberculosis complex cu mutatii in genele
atpE si/sau Rv0678. Un izolat avea mutatii doar In atpE, sase tulpini aveau mutatii doar in Rv0678,
iar doud tulpini prezentau mutatii n ambele gene (Tabel 10). Opt tulpini M. tuberculosis complex
au avut o Concentratie Minima Inhibitoare (CMI) a bedaquilinei de 2,0 mg/L. sau mai mare,
conform testarii in MGIT960. In acelasi timp, un izolat (CAR-84) cu doua mutatii in Rv0678 a
fost testat ca fiind sensibil la bedaquilind (CMI 1,0 mg/L) (Tabel 10; Figura 16).
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De mentionat ca, la sapte izolate s-au identificat mai mult de o mutatie in atpE si/sau Rv0678
cu frecvente diferite, sugerdnd existenta unor subpopulatii distincte la acesti pacienti. Toate
tulpinile M. tuberculosis complex rezistente la bedaquilind au fost izolate obtinute dupa initierea
tratamentului anti TB MDR cu un regim terapeutic care includea bedaquilina la un interval de timp
de 77- 451 de zile de la initiere (Tabel 10).

Dintre cei 26 de pacienti cu izolate MTBC disponibile inainte si dupd initierea terapiei cu
bedaquilind, tulpina de baza si cea de urmarire diferd cu maximum 4 SNP. Patru pacienti (15,4%)
au fost probabil reinfectati cu a doua tulpind, prezentand o diferenta de 26-1126 SNP in comparatie
cu tulpina de baza. In total, 4/26 (15,4%) tulpini MTBC izolate de la pacienti au dobandit rezistenta
la bedaquilina dupa 90, 159, 348 si, respectiv, 451 de zile de administrare a bedaquilinei (Tabel
10). Un izolat din perioada de dupa initierea tratamentului (izolat de urmarire) (pacientul 29) cu
mutatia atpE p.I66M (frecventa de 97%) a fost fenotipic rezistent la bedaquilind, dar sensibil la
clofazimind. Un al doilea izolat de urmarire (pacientul 12) purta trei mutatii in gena Rv0678 cu
frecvente variabile (p.D5fs - 57%, p.G24D - 19,8% si p.S64fs - 13%). Alte doud izolate de urmarire
au dobandit mutatiile atpE p.A63P (25%) in combinatie cu Rv0678 p.S64fs (2%) (pacientul 2), si
combinatia atpE p.E61D (28%), atpE p.I66M (3%), Rv0678 p.S63fs (5%) si p.S64fs (44%)
(pacientul 57) (Tabel 10).

Printre cei patru pacienti reinfectati cu o tulpina MTBC diferitd, pacientul 37 a fost reinfectat
cu o tulpind rezistenta la bedaquilind purtand mutatia Rv0678 p.T58P cu o frecventd de 100%.
Desi cel de-al doilea izolat avea acelasi genotip (L 2.2.1/ Europa/Rusia W148 Outbreak), o distanta
geneticd de 26 SNP fata de izolatul de baza a indicat clar o reinfectare (Tabel 10).

In cazul altor medicamente antituberculoase, nu au aparut rezistente suplimentare la
medicamente, in cadrul schemelor de tratament, care contin bedaquilina, cu exceptia pacientului
56, care a avut un izolat de urmadrire, care a dobandit mutatia rrs g.1484 g/t in gena ARNr 16S care
determind rezistenta incrucisatd la medicamentele injectabile de linia a doua kanamicind,

capreomicind si amicacina.
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Tabel 10. Rezultatele testarii genotipice si fenotipice la bedaquilina si clofazimina a
tulpinilor de M. tuberculosis complex izolate pre si post-expunere la bedaquilina in schema
terapeutica la pacientii TB MDR din Republica Moldova, perioada 2016 - 2018

Nr. pacient, (ID tulpini), Rv0678 (frecventa atpE BDQ MIC | CFZ MIC

Timpul de colectare a muta tiei(% ) ’ (frecventa MGIT960 | MGIT960

probei ’ mutatiei %) (mg/mL) | (mg/mL)

Pacient29, (CAR-13), C tulpina

pre-expunere la bedaquilina (i gellorivter sdlbatica =0,5(S) <0,5(S)

Pacient29, (CAR-38),

post-expunere la bedaquiling, |tulpina salbatica [66M# (97%) |>2,0(R) |=<0,5(S)

rezistentd dobandita

Pacient12, (CAR-52), C tulpina

pre-expunere la bedaquilina tulpina salbatica salbatica <0,5(5) <05 ()

Pacient12, (CAR-61) 16 _del g (57.4%); tulpina

post-bedaquilind, rezistenta 193 del g# (12.7%); sélrl;a ticd 2.0 (R) 1.0 (S)

dobandita G24D (19.8%)

Pacient2, (CAR-78), C tulpina

L tulpina salbatica salbaticd <0,5 (S) <0,5 (S)

Pacient2, (CAR-87),

post-bedaquilind, rezistenta 192insG# (2%) A63P# (25%) |>2,0(R) |2.0(R)

dobandita

Pacient37, (CAR-10), C tulpina

pre-bedaquilina tulpina salbatica silbatica <0.5(S) =05(5)

Pacient37, (CAR-18), o tulpina

post-bedaquiline, re-infectie T58P (100%) salbatica 2.0(R) LO(S)

Pacient57, (CAR-45), C tulpina

pre-bedaquilina plepgpans sdlbatica <0,5(S) <0,5(5)

PZ‘ETSQEZ lggjlﬁll?:-f:s)i’stenté B9 el g Gy | BOIDERIE | ) a1

post-bedaquiiing, ’ S63GH# (5.5%) 166M# (2,6%) ’ '

dobandita

Pacient32, (CAR-84), 192 ins_g# (74.2%); tulpina 1.0 (S) 1.0 (S)

post-bedaquilina 193 del g# (5.7%) sdlbatica ’ )

Pacient71, (CAR-40), 192ins_g# (23.8%); tulpina

post-bedaquilina L142P (64%) sdlbatica e L
136 ins_g (7,1%);

Pacient61, (CAR-1), 141 _ins_c# (69,0%); tulpina

post-bedaquilina 195 ins_t# (5,8%); silbatica >2,0(R) 120 (R)
G66W (6.0%)

Pacient33, (CAR-43), 436 _ins t(90.2%); tulpina

post-bedaquilina R72W (28.5%) salbatica Z20R) |1>2,0(R)

BDQ-bedaquilind, CFZ-clofazimina, CMI-concentratie minima inhibitorie, R-rezistent, S-susceptibil,
#mutatie analizata in [2]

Cu toate acestea, a fost gasit un izolat care a pierdut practic rezistenta fenotipica impotriva
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tuturor medicamentelor injectabile de linia a doua, precum si 0 mutatie care determina rezistenta
la fluorochinolone (pacientul 2). Izolatul initial, de la pacientul 2 continea mutatiile rrs 1401 a/g
(63%) si gyrd p. D94G (61%) in combinatie cu gyr4 p.S91P (44%). In izolatul de urmdrire, care
a fost testat sensibil la toate medicamentele injectabile de linia a doua, mutatiile rrs g. 1401 a/g si
gvrA p.D94G au fost reduse la o frecventa de 4 % si respectiv, 0,5 %. Pe de alta parte, mutatia
gvrA p.S91P a crescut la o frecventa de 96 %.

atpE/Rv0678 wild type
mutatii Rv0678

80 76 B mutatii atpE

70

60

50

40

Numar de tulpini

Sensibile . Rezistentee
30 :

20
12+1

10 243

<0.5 1.0 2.0 >2.0
MIC (mg/l)

Figura 16. Concentratiile minime inhibitorii (CMI) la bedaquilina ale tulpinilor M.
tuberculosis complex izolate de la pacientii care au administrat bedaquilina in perioada
2016 — 2018, in Republica Moldova. Valoarea critica aprobata de OMS pentru bedaquilina
este de 1 mg/L pentru sistemul MGIT960, izolatele M. tuberculosis complex cu CMI de
bedaquilina >1 mg/L sunt considerate rezistente la bedaquilina

Rezistenta la bedaquilind si factorii de risc pentru rezultatul nefavorabil al
tratamentului

Majoritatea regimurilor de tratament au inclus antibiotice cu rezistentd, ce puteau fi
identificate prin secventierea genomului la momentul initierii terapiei. De asemenea, pacientii cu
rezultate nefavorabile ale tratamentului au avut in medie 2,33 medicamente inactive Tn regimul
care includea bedaquilina, semnificativ mai multe comparativ cu pacientii cu rezultate pozitive ale
tratamentului (in medie 1,27 medicamente inactive, p=0,02). Pentru a identifica factorii de risc

asociati esecului terapiei sau mortalitatii la bolnavii cu regim de tratament care includea
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bedaquilina, a fost efectuatd o analizd de regresie logistica care a vizat 52 din 62 de pacienti

(83,9%) pentru care datele privind rezultatele tratamentului erau disponibile.

0.75 r n=8

0.5

Proportia rezultatelor negative ale tratamentului
-

0 1 2 3 4 5

Numarul medicamente inactive

Figura 17. Asocierea dintre rezultatul negativ al tratamentului si numirul de medicamente
inactive in schema terapeutica la pacientii care au primit bedaquilina ca parte a regimului
de tratament a TB MDR (2016-2018)

In cadrul analizei de regresie logistica univariati, au fost inclusi o serie de factori relevanti,
cum ar fi linia genotipica a M. tuberculosis complex, sexul bolnavului, tipul cazului de tuberculoza,
patern-ul XDR, prezenta cavitdtilor la radiografia toracica, statutul HIV, varsta si numarul de
medicamente cu rezistentd demonstratd (medicamente inactive) care au fost incluse in regimul de
tratament cu bedaquilina la pacientii cu TB MDR (Tabel 9). Rezultatele analizei de regresie au
indicat ca prezenta cavitatilor la radiografia toracicd (p=0,011) este asociatd cu un rezultat
nefavorabil al tratamentului. De asemenea, s-a observat ca un numar mai mare de medicamente
inactive in regimul cu bedaquilina a amplificat sansele de esec al tratamentului (OR 1,92 pe unitate

de crestere, 95% CI 1,15-3,21, p=0,012) (Tabel 11; Figura 17).
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Tabel 11. Analiza univariata a factorilor asociati cu rezultatele negative ale tratamentului
pentru tuberculoza MDR, care a inclus bedaquilina

Rezultat Rezultat
negativ % pozitiv % OR ?::ﬁ;lgll. sgus;))fn((:)i P
(n=15) (n=37)
Linia
L2 8 53,3 20 48,6 REF
L4 7 46,7 17 51,4 1,03 0,31 3,43 1,0
Genul
Feminin 4 26,7 6 19,4 REF
Masculin 11 73,3 31 83,8 0,53 0,13 2,25 0,4
Tip caz
Cazuri noi 4 26,7 13 32,4 REF
Tratat 11 73,3 24 67,6 1,49 0,39 5,63 0,7
anterior
Categoria
rezistentei
Nu este
XDR* 6 40,0 18 35,1 REF
XDR* 9 53,3 19 45,9 1,42 0,42 4,80 0,8
Cavitati
Absente 0# 0,0 13# 324 REF
Prezente 15# 100,0 24# 67,6 17,08 0,95 308,6 0,01*
Statut HIV
Negativ 11 73,3 34 91,9 REF
Pozitiv 4 26,7 3 8,1 4,12 0,80 21,34 0,2
Medicamen
te inactive 2 1 1,92 1,15 3,21 0,01*
(n) mediana
Varsta 35 41 0,97 0,90 1,04 0,4
(mediana)

# Corectia Haldane-Anscombe adaugdnd 0,5 la fiecare celuld pentru a permite calcularea raportului
de probabilitate. *XDR - rezistentd extinsa la medicamente (clasificarea OMS pana in 2020), adica
rezistenta la o fluorochinolona si la un medicament injectabil de linia a doua, OR=o0dds ratio, HIV - virusul
imunodeficientei umane.

3.3 Sinteza si interpretarea rezultatelor privitor la achizitionarea rezistentei la
bedaquilina a tulpinilor de Mycobacterium tuberculosis complex

In cadrul acestui studiu, a fost descris si caracterizat fenomenul de achizitionare a
rezistentei la bedaquilind a tulpinilor de M. tuberculosis complex in primii 2 ani de la introducerea
acestui medicament in schemele de tratament al TB MDR, in Republica Moldova, astfel, in
izolatele disponibile s-a observat o ratd de 15% a rezistentei fatd de acest medicament.

Rezultatele obtinute, argumenteaza ca sansele unui rezultat nefavorabil al tratamentului TB
MDR cresc semnificativ odatd cu prezenta cavitatilor pulmonare si cresterii numarului de
medicamente ineficiente incluse 1n regimul terapeutic initial. Cu toate acestea, este de remarcat
faptul ca, in ciuda numarului considerabil de bolnavi cu retratament al tuberculozei si a

profilurilor extinse de rezistentd la medicamente, in cohorta analizata regimurile terapeutice care
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au inclus bedaquilina au permis atingerea unei rate de vindecare de 71%. Acest rezultat favorabil
este confirmat si de numarul general redus de culturi pozitive in perioada de supraveghere a
tratamentului.

Anterior, a fost raportat, ca aparitia rezistentei la bedaquilina a fost prioritar inregistrata, la
pacientii cu istoric de tratament antituberculos [182]. La fel, concentratiile minime inhibitorii
(CMI) ridicate in randul izolatelor de la pacientii care nu au fost niciodata expusi la bedaquilind
si/sau clofazimind pot compromite eficacitatea potentiald a regimurilor de tratament TB MDR
aprobate 1n prezent [183,184]. Rezultatele prezentului studiu, in care toate izolatele de pana la
tratament au aratat sensibilitate la bedaquilind, indicd faptul c@ succesul terapiilor care includ
bedaquilind se bazeaza pe un regim de fond functional care exclude rezistentele subiacente la
antibioticele administrate [185].

Un alt factor semnificativ, asociat cu rezultatele tratamentului, este prezenta cavitatilor
pulmonare, care amplifica riscul aparitiei rezistentei la medicamente, cel mai probabil din cauza
incarcaturii bacteriene mai mari [186]. De asemenea, cavitdtile mai extinse pot impiedica
medicamentele sa ajunga la leziunea centrala, care contine cea mai mare Incdrcaturd bacteriana
[187]. De exemplu, clofazimina nu patrunde eficient in centrul necrotic al leziunilor cazeoase, iar
bedaquilina se acumuleazd mai degrabd in regiunile celulare ale unui granulom, in timp ce
linezolidul si moxifloxacina patrund eficient in toate tipurile de leziuni. Astfel, cavitatile
furnizeazd un mediu complex pentru tulpina MTBC infectanta, cu concentratii variabile de
medicamente, iar nivelurile de bedaquilind pot scadea temporar sub concentratiile eficiente. Acest
micro-mediu schimbator poate selecta diferite subpopulatii de clone rezistente la bedaquilina, dar
raman si bacterii susceptibile care nu prezintd mutatii in genele canonice de rezistentd [188,189].

Aspecte complexe precum patologia granuloamelor, farmacocinetica si farmacodinamica,
de obicei, nu sunt luate in considerare 1n practica clinica de rutind. Cu toate acestea, o testare
personalizat al TB MDR [190]. De mentionat ca rezistenta la pirazinamida, de exemplu, nu este
testatd de rutind in multe tari cu o incidentd ridicatd de TB MDR, iar fluorochinolonele pot fi
administrate in continuare pacientilor, chiar si in cazul rezistentei dovedite, atunci cand nu sunt
disponibile alte antibiotice. Este important sd subliniem riscul imediat de dezvoltare a rezistentei
atunci cand bedaquilina este administrata in regimuri de tratament partial ineficiente [191,192].

Diagnosticarea TB MDR este dificila in prezent din cauza lipsei unor teste genotipice
rapide, din sputa nativa, care ar exclude rezistenta la medicamentele din grupa A de medicamente
anti TB MDR (conform OMS), inclusiv bedaquilina si linezolidul. Abordari noi, precum

secventierea timpurie si tintitd de noud generatie (tNGS), pot completa testele fenotipice de
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confirmare si poate imbunatati managementul pacientilor cu TB MDR 1n térile cu povara inalta
a acestei boli precum Republica Moldova [192,193].

In contextul Republicii Moldova, conceperea regimurilor de tratament de linia a doua este
determinatd de disponibilitatea medicamentelor [194]. Aderenta slaba la tratament, intreruperea
tratamentului si refuzul pacientilor de a lua medicamentele contribuie, probabil, la selectarea
tulpinilor rezistente la bedaquilind. Cresterea gradului de constientizare a pacientilor cu privire la
importanta respectarii tratamentului si la aprovizionarea regulata cu medicamente este cruciala
pentru a concepe terapii MDR-TB eficiente si pentru a reduce riscul de evolutie a rezistentei.

Costurile ridicate ale bedaquilinei, lipsa dovezilor privind siguranta medicamentului,
experienta limitata in privinta efectelor secundare, a complicat punerea in aplicare programatica
a bedaquilinei in Republica Moldova, la momentul realizarii acestui studiu. Acesti factori au fost
motivele pentru care doar 203 pacienti au fost tratati cu bedaquilind in Republica Moldova in
perioada de studiu 2016-2018, in comparatie cu toti pacientiit MDR-TB eligibili in acest interval
de timp.

Prezentul studiu are unele limitdri, cum ar fi preluarea izolatelor MTBC doar de la 35%
dintre toti pacientii tratati cu bedaquilind intre 2016 - 2018 in Republica Moldova. Aceasta
studiile viitoare si necesitatea stocarii sistematice a tulpinilor MTBC MDR in biobanca locala.

Esantionarea izolatelor MTBC in acest studiu a avut loc inainte de investigatiile fenotipice
si genotipice si nu a fost influentatd de rezistenta la bedaquilind. Rezistenta dobandita la
bedaquilina este observata in principal in randul pacientilor cu un timp mai lung de conversie a
culturilor, pe fondalul timpului general de conversie rapida a culturilor in cazul tratamentului cu
bedaquilina si, prin urmare, a lipsei culturilor de urmarire pentru multi pacienti.

In plus, boala cavitard este asociati cu rezultate negative ale tratamentului, dar probabil
contribuie, de asemenea, si la aparitia rezistentei la antibiotice in timpul tratamentului si trebuie
sa fie luatd in considerare ca factor coliniar pentru orice asociere intre rezistentd si rezultatul
tratamentului.

3.4 Concluzii la capitolul 3

1. Rezistenta la bedaquilina a fost achizitionata in 15% din tulpinile MTBC a pacientilor cu TB

MDR cu izolate bacteriene disponibile Tnainte si in timpul tratamentului cu bedaquilina;

2. Terapia TB MDR cu un numdr insuficient de medicamente active si boala cavitara au fost

considerate factori de risc pentru esecul terapeutic si deces 1n aceastd cohorta,
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3. Disponibilitatea unor regimuri de tratament adecvate pe baza informatiilor furnizate de teste
genotipice si fenotipice de sensibilitate complete este esentiald pentru a imbundtéti
rezultatele tratamentului TB MDR si pentru a evita progresarea rezistentei la medicamente

in tulpinile MDR MTBC aflate in circulatie;

4. Achizitionarea rezistentei la bedaquilind este observata din ce In ce mai frecvent in randul
pacientilor cu tuberculoza multidrog-rezistenta. Aceastd adaptare a bacteriilor Mycobacterium
tuberculosis poate compromite eficacitatea tratamentului si impune necesitatea strategiilor

inovatoare de gestionare a rezistentei.
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4. REZISTENTA LA LINEZOLID A MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS
FACTORI DE RISC SI DETERMINANTE GENETICE

In ultimii ani, in practica clinica au fost introduse mai multe medicamente antituberculoase.
Printre acestea se numara linezolidul, un derivat al oxazolidinonei, care a fost clasificat de
Organizatia Mondiala a Sanatatii (OMS) ca un medicament de grupa A pentru tratamentul TB
MDR [195,196]. Aceasta presupune ca linezolidul este recomandat pentru toti pacientii cu TB
MDR atunci cand tulpina de Mycobacterium tuberculosis complex (MTBC) este sensibila la acest
medicament. Recent, Protocolul clinic national pentru tuberculoza la adulti a fost revizuit si ajustat
conform recomandarilor recente ale Organizatiei Mondiale a Sanatatii (OMS), inclusiv in ceea ce
priveste utilizarea linezolidului in tratamentul pacientilor cu tuberculoza multidrog rezistenta.
Astfel, utilizarea linezolidului se extinde progresiv in acest context [156]. Totusi, rata rezistentei
la linezolid in tulpinile de MTBC izolate in conditii clinice variaza considerabil in studiile
publicate pana in prezent [197]. Linezolidul a fost considerat o optiune promitatoare, dar
raspandirea continud a tulpinilor rezistente la acest medicament ar putea limita eficacitatea sa n
viitor. Existd doud aspecte-cheie care ar putea contribui la aparitia rezistentei la linezolid in
tulpinile de MTBC. Rezistenta la linezolid este in principal asociata cu mutatii in genele rrl si rplC.
Mutatiile G2061T si G2576T in gena rrl, care codificd ARNr 23S, sunt asociate cu niveluri ridicate
de rezistenta la linezolid, In timp ce mutatiile in rplC, care codifica proteina ribosomala L3 (cum
ar fi mutatiile T460C, C462G si C463G), au fost asociate cu un fenotip de rezistentd de nivel
scazut. De asemenea, mutatiile rrl G2270C si A2810T ar putea conferi o rezistenta de nivel scizut
la linezolid [198,199]. Este esential sa fie studiata si inteleasa evolutia rezistentei la linezolid in
tulpinile de MTBC pentru a adapta corespunzdtor strategiile de tratament si pentru a asigura
eficacitatea terapiei impotriva TB MDR.

Corelatiile genotipice ale rezistentei la linezolid nu sunt inca pe deplin cunoscute si necesita
cercetari suplimentare. In special, sunt limitate datele privind tulpinile de MTBC izolate de la
pacientii din tarile cu povara inalta a tuberculozei multidrog-rezistente din Europa de Est [197].

Pentru o utilizare clinicad mai eficientd a acestui medicament, este crucial sd se inteleaga
mecanismele genetice implicate in dezvoltarea rezistentei la linezolid, precum si factorii de risc
asociati. In acest studiu, ne propunem sa descriem spectrul mutatiilor asociate cu rezistenta la
linezolid si sa evaludm potentialii factori de risc asociati cu aceasta rezistenta, folosind un set de
tulpini MTBC MDR izolate de la pacientii din Republica Moldova care au avut expunere

terapeutica anterioara la linezolid.
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4.1 Material si metode

A fost realizat un studiu retrospectiv transversal pe un set de tulpini MTBC preluate din
biobanca Laboratorului National de Referintd in Microbiologia Tuberculozei (LNR). Initial au fost
identificate toate tulpinile de MTBC izolate si stocate in perioada 2017-2018 1n biobanca LNR,
obtinute din sputa pacientilor adulti cu TB MDR, care au administrat linezolid in schema de
tratament in orice perioada, pe parcursul ultimilor doi ani (Figura 18). Au fost considerate eligibile
pentru studiu doar tulpinile MTBC izolate de la pacientii cu expunere cumulativa la linezolid mai
mare de 30 de zile. De la fiecare pacient eligibil a fost inclusa doar o singura tulpind de MTBC
izolata din sputa. Caracteristicile demografice si datele clinice ale pacientilor, din sputa carora au
fost izolate tulpinile de MTBC incluse 1n studiu, precum si detaliile privind expunerea terapeutica
la linezolid au fost extrase din Registrul national electronic al bolnavilor TB (SIME-TB). De
asemenea, din SIME-TB au fost preluate datele privind testul fenotipic de sensibilitate la
medicamente (TSM) 1n baza de cultura al tulpinilor incluse, evaluat la momentul stocarii tulpinilor
in biobanca.

LNR asigurd tot spectrul de teste microbiologice pentru diagnosticul TB la pacientii
consultati si/sau internati la Institutul de ftiziopneumologie ”Chiril Draganiuc”. De asemenea,
fenotipice, pentru un spital de TB de nivel secundar din Chisindu si pentru cabinetele TB din
Chisinau si din zona de sud a tarii. La fel, asigura evaluarea controlului calitatii pentru trei
laboratoare regionale de TB existente in tara. Din totalul probelor procesate in mod curent la LNR,
culturile pozitive izolate din sputa si procesate In scop de diagnostic sunt de obicei stocate in
biobancad. De asemenea, o parte dintre culturile pozitive efectuate pentru urmarirea tratamentului
sunt stocate in biobancd, in deosebi in cazul bolnavilor cu tuberculoza, care nu reusesc sa obtina

conversia culturii.

Teste microbiologice

Dupa includerea in studiul a probelor, toate tulpinile MTBC au fost re-insaméantate, cu
extragerea ulterioara a ADN-ului si secventierea Intregului genom. Re-insdmantarea a fost
realizatd pe medii solide (LoOwenstein-Jensen) in conformitate cu recomandarile tehnice ale OMS.
pentru concentratiile de linezolid: 0,5 mg/L, 1,0 mg/L (concentratie criticd recomandata de OMS)
si 2,0 mg/L, fiind utilizat sistemul BACTEC MGIT960 (Becton Dickinson, SUA) [1]. Testele de
sensibilitate antimicrobiana de rutind pentru alte antibiotice au fost efectuate In MGIT960, la
concentratii critice recomandate de OMS, fiind realizate In conformitate cu instructiunile

producatorului (Becton Dickinson, SUA).
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Extragerea ADN

Extragerea ADN-ului MTBC a fost realizata conform protocolului:

La prima etapa (prima zi) coloniile de MTBC re-insdmantate au fost transferate Intr-un tub
de micro-centrifugare (2,0 ml) care continea 400 pl de tampon TE, apoi incalzite timp de 20 de
minute la 80°C pentru a fi distruse bacteriile. Dupa 3 minute de centrifugare la 13000 rotatii,
supernatantul, a fost inlaturat si s-au adaugat 400 pl de tampon TE, urmat de vortexare pentru a
separa celulele. Apoi s-au adaugat 50 pl de lizozim (10 mg/ml), s-a vortexat scurt si s-a incubat
solutia peste noapte la 37 °C.

A doua etapa (a doua zi), s-au adaugat 70 pl de SDS 10 %, 5 ul de proteinaza K (10 mg/ml),
s-a vortexat usor si s-a incubat solutia 10 minute la 65°C. Ulterior, s-a adaugat 100 pl de NaCl 5M,
100 pl de CTAB/NaCl (preincélzit la 65°C), urmat de vortexare si incubare timp de 10 min la 65
°C. Apoi au fost adaugate 750 pl de amestec cloroform/izoamilcool, cu inversarea si centrifugarea
ulterioard a tuburilor la temperatura camerei timp de 15 min, la 13000 rotatii. Dupa care
supernatantul apos a fost transferat cu grija intr-un nou tub de micro-centrifuga, fiind adaugat un
volum de 0,6 de izopropanol pentru precipitarea acizilor nucleici timp de 30 min la -20 °C (sau
mai mult). Apoi s-a centrifugat la 13000 rotatii, timp de 10 minute la temperatura camerei, a fost
inlaturat supernatantul si spalat ADN-ul in 0,5 ml de etanol 75 %, inversand tubul de cateva ori,
urmat de o centrifugare de 5 minute la temperatura camerei si inlaturarea cu grija a supernatantului.
Stratul de ADN a fost uscat la 60°C timp de aproximativ 10 minute, iar ADN-ul a fost dizolvat in
cele din urma in 100 pl de tampon TE la 37 °C timp de 30 de minute sau la temperatura camerei

pana cand ADN-ul s-a dizolvat complet.

Secventierea intregului genom

Dupa extragerea ADN-ului din tulpinile de MTBC izolate a fost realizatd secventierea
intregului genom MTBC la Centrul de cercetéri Borstel, Germania. S-au utilizat librarii de ADN
de tip perechi si tehnologia [llumina (Nextera-XT si NextSeq500) in conformitate cu instructiunile
producatorului (Illumina, SUA). Fisierele Fastq (datele primare de secventiere) au fost aliniate la
genomul de referinta M. tuberculosis complex H37Rv (ID GenBank: NC 000962.3) utilizandu-se
filtrul MTBseq [8]. Media minima de acoperire a genomului a fost de 50x. Au fost analizate toate
mutatiile, fiind luate In considerare mutatiile (polimorfisme pentru un singur nucleotid (SNP),
insertii si deletii) in 92 de gene implicate in rezistenta la medicamente cu cel putin o citire in
ambele directii, si o citire care sd identifice alela cu un scor phred de cel putin 20. Predictia
rezistentei genotipice a fost realizatd in baza unui catalog de mutatii din cadrul Centrului de

cercetari Borstel, Germania, pe baza informatiilor disponibile la data de 3 iulie 2020.
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Metode de analiza statistica

Analiza statistica a fost efectuata in programul GraphPad Prsim9 v9.2.0., fiind considerate
statistic semnificative variabilele cu valoarea p mai mica de 0,05. La analiza statistica variabilele
categoriale au fost prezentate ca valori procentuale si variabilele continue au fost prezentate sub
forma de medii sau mediane cu deviatie standard sau intervalul dintre cuartile, corespunzator. La
compararea variabilelor continue parametrice si neparametrice s-a utilizat testul t-student sau testul
Mann-Whitney, corespunzator, iar pentru compararea frecventelor s-a aplicat testul exact a lui
Fischer. In cazul comparatiilor variabilelor imperecheate s-a folosit testul Wilcoxon. Pentru a
evalua asocierea dintre potentialii factori de risc si rezistenta la linezolid, s-a efectuat o analiza de
regresie logistica, in cadrul careia fiecare variabila independenta intai a fost evaluata prin regresie
logistica univariata. Variabilele care au avut o valoare p mai mica de 0,25 au fost analizate in
modelul de regresie logisticd multipla.

Consideratii etice

Studiul dat, a fost aprobat de Comitetul de Eticd al Universitatii de Stat de Medicina si
Farmacie ,,Nicolae Testemitanu”, Chisindu, Republica Moldova (procesul verbal nr. 49 din

12.04.2018).

4.2 Rezultatele aprecierii rezistentei genotipice si fenotipice la linezolid a M.
tuberculosis complex multidrog rezistente

Din totalul de 1928 de pacienti TB MDR care au inceput tratamentul in perioada 2017-2018
doar 1n cazul a 629 au fost identificate tulpini MTBC izolate din sputa pacientilor cu TB MDR,
care au avut cel putin o culturd de MTBC stocatd in biobanca Laboratorului National de referinta
in Microbiologia Tuberculozei.

Dintre acestia doud sute patruzeci si sase (39,1%) de bolnavi au primit linezolidul ca parte a
regimului de tratament pentru TB, cu o duratad variabila pe parcursul ultimilor 2 ani, Tnainte de
prelevarea sputei. Doar in cazul a 74 de pacienti a fost identificatd cel putin o culturd de MTBC,
stocatd in LNR, dupa initierea tratamentului cu linezolid si o durata de expunere la linezolid mai
mare de 30 de zile (Figura 18). Din 74 de tulpini eligibile, cresterea MTBC s-a reusit in cazul a
52 (70,3%) care au fost incluse in studiul dat.

Caracteristicile lotului de studiu

Tulpinile MTBC incluse 1n studiu au fost izolate de la 52 pacienti cu varsta medie de 38,8 +
8,5 ani, dintre acestia 67,3% fiind barbati. Majoritatea pacientilor (84,6%) aveau leziuni cavitare

pulmonare detectate la radiografia toracica, iar 17,3% aveau statut HIV pozitiv.
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Mediana numarului de doze de linezolid anterior administrate pacientilor inclusi in studiu a
fost de 347 (IIC 165 - 470,5). In acelasi timp, numarul medicamentelor active incluse in regimul
de tratament cu linezolid la pacientii analizati a fost de 3,0 (IIC 2,0-4,0) (Tabel 12).

Majoritatea tulpinilor analizate apartin liniei genotipice L2 (Beijing) - 63,5%, celelalte
tulpini apartinand liniei 4. WGS a confirmat profilul MDR al tuturor celor 52 de tulpini de MTBC
incluse in studiu. Dintre acestea, 72% prezentau mutatii compensatorii in genele rpoA si rpoC.
Conform datelor secventierii, 12 (23,1%) tulpini MTBC au fost rezistente la linezolid. Numarul
de tulpini cu rezistentd genotipica la linezolid (12/52) diferd de cel detectat prin TSM fenotipic
bazat pe cultura, care a evidentiat 15 tulpini rezistente la linezolid (Figura 19). Aceasta diferenta
este determinata de unele mutatii genice specifice, cum ar fi substitutia (T460C) in gena rplC si
alte mutatii in genele rrl. Pentru 8 tulpini rezistente la linezolid, a fost gasitd mutatia de tip
substitutie (T460C) in gena rplC, in timp ce in cazul altor 4 tulpini au existat mai multe mutatii de
tip substitutie in diferite pozitii ale genei rrl (Rvnr02) (Tabel 13) ce codifica proteina ribozomala

L4.

1928 pacienti au inceput tratamentul
TB MDR in 2017-2018

l

629/1928 (32,6%) pacienti TB MDR cu cel
putin o culturda MTBC in biobanca LNR

l

246/629 (39,1%) tulpini de MTBC, unice
izolate de la pacienti expusi terapeutic la
linezolid

172 tulpini izolate de la pacienti cu
Jl expunere mai mica 30 de zile

74/246 (30,1%) tulpini izolate de la pacienti
expusi la linezolid mai mult de 30 de zile

22 tulpini excluse (contaminate/fara
crestere)

= 52/74 (70,3%) tulpini incluse 1n studiu
dintre acestea

= 15 (28,8%) rezistente fenotipic la
linezolid, dintre care

= 12/52 (23,1%) rezistente genotipic la
linezolid

Figura 18. Selectarea tulpinilor M. tuberculosis izolate de la pacientii TB MDR cu expunere
la linezolid
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Rata tulpinilor MTBC izolate de la pacientii aflati la retratament dupa esec a fost mai mare
in cazul celor LNZ rezistente - 91,7% decat la cele LNZ sensibile - 60%. Pacientii cu tulpini
rezistente la linezolid au avut un numar mai mare de doze de linezolid administrate, precum si un
numdr mai mic de medicamente active in regimul de tratament decat cei cu tulpini sensibile la
linezolid (576, 5 (IIC 404,5 - 705,5) fata de 257,5 (IiC 120,5 - 376,5), p=0,0001 si 1,5 (IiC 1,0 -
3,0) fata de 4,0 (IIC 2,5 - 4,0), p=0,0001, respectiv). Nu s-au constatat alte diferente semnificative
dintre pacientii cu tulpini rezistente la linezolid si cei cu tulpini sensibile la linezolid, cu exceptia
varstei acestora (33,5 £ 5,3 vs 39,9 + 8,8, p=0,01; Tabelul 12).

Tabel 12. Caracteristica cohortei

Total LNZ rezistent LNZ sensibil
N=52; n(%) N=12; n(%) N=40; n(%) P

Genul (barbati) 35(67,3) 8 (66,7) 27 (67,5) 1,0
Virsta; media £ DS 38,5+8,5 33,5+5,3 39,9 +8,8 0,01
Resedinti urbani 22 (42,3) 4(33,3) 18 (45,0) 0,52
HIV pozitiv 9(17,3) 4(33,3) 5(12,5) 0,18
Leziuni cavitare 44 (84,6) 10 (83,3) 34 (85,0) 1,0
Retratament dupa esec 35(67,3) 11 (91,7) 24 (60,0) 0,08
MTBC linia 2 (Beijing) 33 (63,5) 7 (58,3) 26 (65,0) 0,74
MTBC linia 4 (Ural/LAM) 19 (36,5) 5@41,7) 14 (35,0) 0,74
MDR + FQ rezistent 40 (76,9) 10 (83,3) 30 (75,0) 0,71

. S 347,0 (165,0- 257,5 (120,5-
Doze LNZ; media (IIC) 470,5) 576,5 (404,5-705,5) 376.5) 0,0001
intrerupere LNZ 4(7,7) 1(8,3) 3(7,5) 1,0
Medicamente active in
schema de tratAament cu 3,0 (2,0-4,0) 1,5 (1,0-3,0) 4,0 (2,5-4,0) 0,0001
LNZ; mediana (IIC)*
Mutatii compensatorii 38 (73,1) 10 (83,3) 28 (70,0) 0,5

Nota: MTBC — Mycobacterium tuberculosis; FQ — fluoroquinolone, LNZ — linezolid, DS — deviatia standart, Iic
— intervalul dintre cuartile, LNZ- linezolid, * - evaluat conform datelor de secventiere a intregului genom.

Rezistenta genotipica si fenotipica a tulpinilor de MTBC

Majoritatea tulpinilor analizate apartin liniei genotipice L2 (Beijing) - 63,5%, celelalte
tulpini apartinand liniei 4. WGS a confirmat profilul MDR al tuturor celor 52 de tulpini de MTBC
incluse in studiu. Dintre acestea, 72% prezentau mutatii compensatorii in genele rpoA si rpoC.

Conform datelor secventierii, 12 (23,1%) tulpini MTBC au fost rezistente la linezolid. Numarul
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de tulpini cu rezistenta genotipica la linezolid (12/52) difera de cel detectat prin TSM fenotipic
bazat pe culturd, care a evidentiat 15 tulpini rezistente la linezolid (Figura 19). Aceasta diferenta
este determinata de unele mutatii genice specifice, cum ar fi substitutia (T460C) in gena rplC si
alte mutatii In genele rrl. Pentru 8 tulpini rezistente la linezolid, a fost gdsitd mutatia de tip
substitutie (T460C) in gena rplC, in timp ce in cazul altor 4 tulpini au existat mai multe mutatii de
tip substitutie 1n diferite pozitii ale genei rrl (Rvnr02) (Tabel 13) ce codifica proteina ribozomala
L4.

In cazul unei singure tulpini cu rezistenta fenotipica la linezolid nu s-a gisit nici o mutatie
in genele rplC si rrl, In timp ce la o alta tulpina cu rezistenta fenotipica au fost detectate 2 mutatii
de tip substitutie nucleotidica in diferite pozitii a genei rrl: 2814G>T (98%); 2810A>C (98%)), la
ambele tulpini nu au fost gasite mutatii in gena rplC.

Pentru alte 2 tulpini sensibile fenotipic au fost identificate mutatiile 2691A>T (100%), 219G>C
(1,3%) care nu au fost descrise anterior in literaturd, motiv din care au fost apreciate ca tulpini

sensibile la linezolid.

REZULTAT GENOTIPIC REZULTAT FENOTIPIC

Tulpini MTB Tulpini MTB

23,1% 28,8%

® LNZ rezistent ™ LNZ sensibil ® LNZrezistent ® LNZ sensibil

Figura 19. Rezistenta geno-fenotipica a tulpinilor M. tuberculosis 1a linezolid (n=52)

Toate tulpinile cu mutatii rezistente in gena rplC au avut o CMI a linezolidului mai mare de
2 mg/l, la fel si in cazul tulpinilor cu mutatii rezistente in gena rrl. Majoritatea tulpinilor fara
mutatii In rplC si rrl au avut o CMI a linezolidului < 0,5 mg/l. Tulpina cu rezistenta fenotipica la

care nu s-au gasit mutatii in gena rplC, sau la rrl, a avut o CMI a linezolidului de 2 mg/1 (Figura
21).
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Tulpini de Mycobacterium tuberculosis
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70
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30
20
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0
MTRB linia 2 MTB linia 4 Mutatii compensatorii

B LNZ rezistent ®LNZ sensibil ®total
Figura 20. Rata tulpinilor M. tuberculosis rezistente la linezolid pe linii genotipice si mutatii
compensatorii
De mentionat ca o proportie semnificativa (76,9%) dintre tulpinile rezistente la linezolid
prezentau si rezistentd suplimentara la fluorochinolone. Totusi, nu s-au observat diferente statistice
in ceea ce priveste rata de rezistentd la fluorochinolone, mutatiile compensatorii sau frecventa

liniilor genotipice intre tulpinile rezistente si cele sensibile la linezolid (Figura 20).

B fard mutatii
¥ rrl mutatii necunoscute
H rr] mutatii

40 ¥ rplC mutatii

35
30
25
20

15

Numar de tulpini

10

2 1
] ——

1.0 2.0 >2.0
MIC (mg/1)

Figura 21. Distributia concentratiilor minime inhibitorii (CMI) la linezolid pentru tulpinile
M. tuberculosis si rezultatele secventierii
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Tabel 13. Mutatiile M. tuberculosis complex in genele rrl si rplC cu rezistenta fenotipica la

linezolid
Nr. | Pacient ID LNZ LNZ rplC (%) rrl (%) Linia Doze
MGIT960 | geno linezolid
(mg/mL)
1 BUAO001 >2,0 R WT 2746G>A (99%) | Ural 405
2814G>T
(98%); .
2 KEG002 >2.0 R WT 2810ASC Beijing 690
(98%)
219G>C .
3 ERRO003 >2,0 S WT (1.3%)* Beijing 267
460T>C .
4 MAAO004 >2,0 R (100%) WT Beijing 393
5 SHP005 >2,0 R |460T>C (94%) WT Beijing 689
6 LEIO06 >2,0 R WT 2270G>T (2%) Ural 730
7 BOS007 >2,0 R |460T>C (73%) WT Ural 656
2814G>T .
8 GRE008 >2.0 R WT (100%) Beijing 730
460T>C
9 MAV009 >2.0 R (100%) WT LAM 351
10 SMEO010 >2.0 R |460T>C (26%) WT Beijing 404
11 SPOO011 >2,0 R [460T>C (96%) WT Beijing 473
2434T>C
(100%); .
12 STVO012 2,0 S WT 2691 A>T Beijing 362
(100%)*
13 ZAI013 >2,0 S WT WT Beijing 182
460T>C .
14 | RODO14 >2,0 R (100%) WT Beijing 497
460T>C
15 BOI043 >2,0 R (100%) WT Ural 721

Notda: LNZ geno — sensibilitatea fatd de linezolid conform datelor secventierii, S — sensibil, R —
rezistent, WT- tip sdlbatic, LNZ — linezolid, * mutatatii necunoscute, considerate in studiu sensibile
la linezolid.

4.3 Factorii de risc asociati cu rezistenta la linezolid a tulpinilor de M. tuberculosis
complex multidrog-rezistente

Pentru identificarea factorilor de risc asociati cu rezistenta la linezolid a tulpinilor MDR ale
MTBC, initial au fost evaluati prin regresie logistica univariatd urmatoarele variabile clinico-
microbiologice: genul, varsta, locul de resedintd, prezenta cavitatilor la radiografie, linia
genotipicd a MTBC, prezenta mutatiilor compensatorii, numarul de doze de linezolid administrate,

istoricul intreruperii tratamentului cu linezolid mai mult de 2 luni, numarul de medicamente active
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din regimul de tratament al tuberculozei (evaluat in baza datelor de secventiere) si statutul HIV
(Tabel 14).

Dintre variabilele analizate, patru au prezentat o asociere semnificativa la analiza univariata
- varsta pacientului, numarul de doze de linezolid administrate, numarul de medicamente din
schema de tratament, statutul HIV (p<0,25).

Acestea au fost verificate in cadrul unui model de regresie logisticd multivariata care a
evidentiat asocierea semnificativa dintre rezistenta la linezolid si numarul de medicamente active
din regimul de tratament al TB MDR (OR 0,23; 95% CI 0,03 - 0,70; p = 0,04) (Tabel 15). O
asociere mai slaba a fost gasitd cu numarul de doze de linezolid anterior administrate (OR 1,01;
95% CI 1,004-1,03; p=0,03). in acelasi timp, nu au fost evidentiate asocieri semnificative pentru
ceilalti doi factori testati (varsta si statutul HIV).

Tabel 14. Factori de risc pentru rezistenta la linezolid, regresie logistica univariata

Factor B SE p OR 95% CI
Genul (femei) 0,04 0,70 0,96 1,04 0,24 -3,97
Virsta -0,13 0,06 0,03 0,88 0,76 - 0,97
Resedinta urbana -0,49 0,69 0,5 0,61 0,14 -2,28
Total doze linezolid 0,01 0,00 0,001 1,01 1,005 - 1,02
intrerupere linezolid 0,11 1,21 0,92 1,12 0,05-9,80
Mutatii compensatorii -0,76 0,85 0,37 0,47 0,06 -2,13
x;sg:?:?:;amgffve M 149 | 047 0,00 0.23 0,07 - 0,49
MBTC linia 2 -0,28 0,67 0,67 0,75 0,20 - 2,97
Leziuni cavitare -0,13 0,89 0,89 0,88 0,17 - 6,66
HIV pozitiv 1,25 0,78 0,11 3,50 0,73 - 16,43

Nota: MTBC — Mycobacterium tuberculosis, SE — eroarea standart, OR — raportul sanselor, 95% CI —
95% intervalul de incredere.

Asocierea dintre numarul de medicamente active din regimul de tratament si rezistenta la
linezolid, este una importantd, din perspectiva gestionarii tratamentului TB MDR, aceasta ne-a
determinat sa realizdm o analiza comparativa intre numarul de medicamente active din schemele
de tratament prescrise pacientilor si rezistenta la linezolid, folosind rezultatele fenotipice, testele

de sensibilitate si datele de secventiere genomice (WGS).
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Tabel 15. Factori de risc pentru rezistenta la linezolid, regresie logistica multipla

Factor B SE p OR 95% CI
Virsta -0,17 0,11 0,14 0,85 0,63 - 1,007
Total doze linezolid 0,01 0,005 0,03 1,01 1,004 - 1,03
Medicamente  active  in 1,49 0.72 0,04 0.23 0.03 - 0,7
schema de tratament
HIV pozitiv 0,33 1,49 0,83 1,39 0,07 - 35,7

Nota: SE — eroarea standart, OR — raportul sanselor, 95% CI — 95% intervalul de incredere.

Conform rezultatelor WGS, mediana numarului de medicamente active din schemele de
tratament este semnificativ mai micd decat cel administrat de facto calculat in baza datelor testului
5 (IIC 4,5-6), corespunzitor, p < 0,0001 (Figura 22). Aceastd constatare are implicatii
semnificative in gestionarea tratamentului TB MDR. Un numar mai mic de medicamente active in
schemele de tratament poate afecta eficacitatea acestora si poate contribui la dezvoltarea rezistentei
la medicamente. Este important, ca medicii sa fie constienti de aceastd discrepanta si sd ajusteze
schemele de tratament in functie de rezultatele WGS, pentru a asigura un tratament eficient si
durabil al pacientilor cu TB MDR. La fel, acest rezultat subliniazd importanta utilizarii
tehnologiilor avansate, precum secventierea genomului, in gestionarea eficientd a TB MDR si in

luarea deciziilor terapeutice in mod adecvat si personalizat pentru fiecare pacient.

Intreaga cohorta Pacienti cu ) Pacienti cu
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Figura 22. Medicamente active in regimul de tratament cu linezolid
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4.4 Sinteza si interpretarea rezistentei la linezolid a M. tuberculosis complex, factori
de risc si determinante genetice

In prezentul studiu, a fost identificat ci rezistenta genotipica la linezolid, la tulpinile de
Mycobacterium tuberculosis complex din Republica Moldova este predeterminatd de un ansamblu
specific de mutatii de substitutie in genele rplC si rrl. In plus, am evidentiat ci pacientii cu
expunere anterioara la linezolid si administrarea acestuia intr-un regim suboptimal, caracterizat
printr-un numar redus de medicamente active in schema de tratament, prezinta un risc semnificativ
pentru dezvoltarea rezistentei la linezolid.

In studiul realizat, a fost identificati o frecventi a rezistentei MTBC la linezolid de
aproximativ 23,1%, situdndu-se in mijlocul intervalului raportat anterior, care variaza intre 5,5%
s133,3% [200]. Aceste diferente in ratele de rezistenta descrise in studiile publicate sunt de obicei
explicate prin variatii 1n tipurile de pacienti inclusi, cu o ratd mai mare de rezistenta in cohortele
cu un numar crescut de cazuri de retratament al TB.

Mutatia 460T>C in gena rplC a fost identificatd ca fiind responsabild de rezistenta la
linezolid Tn majoritatea tulpinilor MTBC studiate (8 din 12 cazuri rezistente). Aceasta constatare
este in concordanta cu rezultatele anterioare, atat din studiile in vitro, cat si cele care au investigat
tulpinile izolate de la pacientii cu tuberculoza [201].

Patru tulpini din cohorta analizata au prezentat mutatii rezistente in gena rrl. Dintre acestea,
trei mutatii rezistente rrl (2814G>A, 2746G>A, 2270G>T) sunt printre cele mai frecvent raportate
in literaturd, in timp ce a patra mutatie, 2810A>C, este mult mai rard si a fost descrisd in special
la pacientii cu TB MDR cu esec terapeutic [202]. Studiile anterioare indica faptul cd mutatiile
rezistente Tn gena rrl sunt mai putin frecvente, dar mai variate decat cele din gena rplC [203].
Aceastd constatare este confirmatd si In cadrul studiului nostru. Alte trei mutatii din gena rrl
(219G>C, 2434T>C, 2691 A>T) identificate la tulpinile de MTBC nu au fost anterior asociate cu
rezistenta la linezolid si nu au fost observate nici in cazul tulpinilor sensibile. Rolul potential al
acestor mutatii in determinarea rezistentei la linezolid, urmeaza a fi clarificat in cercetarile viitoare.

Una dintre tulpinile MTB analizate in acest studiu, desi prezenta rezistentd fenotipica, nu a
prezentat nicio mutatie in gena rplC sau rrl. Exista rapoarte anterioare despre astfel de tulpini [204].
Rezistenta acestor tulpini ar putea fi asociati cu alte tinte genetice non-ribosomale. In acest
context, este plauzibild investigarea modificarilor celulare care afecteaza permeabilitatea celulara
pentru agentii antimicrobieni, In special modificérile in functionarea pompelor de eflux si in
grosimea peretelui celular [205].

In cadrul studiului nostru, valoarea maxima a CMI testatd pentru linezolid (2,0 mg/l) este de

doua ori mai mare decat concentratia criticd recomandata pentru testele de rutina. Cu toate acestea,
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in cazul tulpinilor cu mutatii in genele rplC si rrl, aceastd concentratie nu a reusit sa inhibe cresterea
tulpinilor rezistente. Aceste rezultate confirma utilitatea concentratiei critice utilizate in mod
obisnuit pentru evaluarea fenotipica a rezistentei la linezolid in practica LNR. In acelasi timp
trebuie mentionat cd nivelurile CMI ale linezolidului, raportate in studiile anterioare pe tulpinile
de MTBC cu rezistentd la acest antibiotic si mutatii in genele rplC si rrl, variazd semnificativ
comparativ cu concentratia criticd, cu o diferentd de pana la 4 - 32 de ori si, respectiv, 8 - 50 de or1
[203].

Genotipul dominant al tulpinilor MTBC rezistente la linezolid din prezentul studiu a fost
Beijing (prezent in 7 din cele 12 tulpini). Cu toate acestea, asocierea anterior raportatd intre
genotipul Beijing si rezistenta la linezolid [198] nu a fost confirmata in cohorta noastra. Potentiala
cauza a acestui fapt ar fi numarul redus de cazuri studiate. Un studiu epidemiologic recent la nivel
national, utilizand secventierea completa a genomului (WGS), a evidentiat rolul tot mai important
al genotipului Beijing in raspandirea TB MDR 1n Republica Moldova [8]. Avand in vedere aceste
constatari, precum si cresterea semnificativa a utilizarii linezolidului, odatd cu implementarea
schemelor scurte de tratament pentru TB MDR, este necesara adoptarea unor strategii eficiente de
farmacovigilenta.

In literatura de specialitate, printre factorii de risc clinici asociati cu rezistenta la linezolid s-
au evidentiat expunerea anterioara la acest medicament si severitatea afectirii pulmonare [206]. in
cadrul cohortei noastre de pacienti expusi anterior la linezolid, principalul factor de risc asociat cu
rezistenta la acest medicament a fost numarul de medicamente active din schema de tratament a
tuberculozei [207]. Ghidurile actuale privind tratamentul TB MDR recomanda utilizarea a 4 sau 5
antituberculoase cu eficacitate demonstrata [208]. Obiectivul combinarii mai multor medicamente
in tratamentul tuberculozei este de a evita monoterapia si, implicit, de a preveni selectia tulpinilor
dintre medicamentele pentru TB MDR (cum ar fi linezolidul si bedaquilina) sau din lipsa unor
medicamente specifice pentru tratamentul TB MDR, numarul de medicamente incluse in
regimurile de tratament ale pacientilor din cohorta noastra a fost adesea suboptimal, ceea ce a
contribuit la aparitia rezistentei la linezolid. Este important de mentionat ca aceastd situatie
reprezintd o problema majora in gestionarea TB MDR si in alte regiuni cu o incidenta ridicata a
TB MDR din Europa de Est [209]. In acelasi timp, fenomenul aplicirii unui regim cu un numdr
insuficient de medicamente antituberculoase (cu sensibilitate demonstratd) este prezent si in
regiunile cu venituri mari per cap de locuitor, mai ales in faza initiala a tratamentului TB MDR.

..........

MTBC (de exemplu, prin teste bazate pe detectarea markerilor genetici de rezistentd) la
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medicamentele din grupurile A si B de preparate anti-TB MDR [210]. Toate aceste aspecte
si de a asigura disponibilitatea acestora.

Rezultatele acestui studiu trebuie interpretate prin prisma unor limitari inevitabile. Din cauza
caracterului sau retrospectiv si a constrangerilor tehnice, am putut include doar o parte din bolnavii
de TB MDR care au administrat linezolid in perioada de studiu. De asemenea, datele despre
caracteristicile clinice ale cazurilor studiate au fost colectate in cadrul asistentei medicale curente
si nu special pentru acest studiu. Prin urmare, exista posibilitatea unor inexactitati in descrierea
caracteristicilor clinice ale cohortei si in generalizarea rezultatelor studiului. Cu toate acestea,
suntem increzdtori cad metoda noastra de identificare a cazurilor eligibile a fost suficient de
riguroasa pentru a evita omiterea unor observatii extrem de importante si ca parametrii-cheie, cum
ar fi durata expunerii la linezolid sau numarul de medicamente active din regimul de tratament, au

fost bine documentate, ceea ce asigura soliditatea rezultatelor noastre

4.5 Concluzii la capitolul 4

1. Rezistenta la linezolid este frecventa la pacientii tratati anterior cu acest medicament,
spectrul determinantelor genotipice ale rezistentei fiind dominat de un set de mutatii in
genele rplC si rrl;

2. Numarul suboptimal de medicamente active in schema de tratament cu linezolid cresc
sansele de aparitie a rezistentei tulpinilor de Mycobacterium tuberculosis complex la acest

medicament.
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CONCLUZII GENERALE

Tulpinile MDR de Mycobacterium tuberculosis complex din Republica Moldova sunt
predominant reprezentate de genotipurile L2 si L4 (Ural), proportia lor rdimanand stabila

in perioada de observatie de sase ani, din prezenta lucrare.

Exista diferente semnificative 1n rezistenta fenotipica precum si determinantele genotipice
la medicamentele antituberculoase intre liniile genotipice L2 si L4 de Mycobacterium
tuberculosis complex, indicand diferentele de adaptabilitate a acestor linii la tratamentele

aplicate.

Tuberculoza pulmonard cauzatd de tulpinile L2 este asociata cu caracteristici clinice mai
severe, cum ar fi o frecventd mai mare a leziunilor cavitare si a ratd mai mare a esecului
terapiei, in comparatie cu tulpinile L4, fiind observata si o determinanta genetica a acestui

fapt.

Linia L4 prezinta o ratd mai ridicatd de rezistenta si transmitere, posibil datorita prezentei
unor mutatii compensatorii care favorizeaza adaptarea bacteriei la tratamentele

antituberculoase.

Achizitionarea rezistentei la noile preparate antituberculoase, precum bedaquilina, apare in
scurt timp de la introducerea in practica clinica. Aceasta poate atinge rata de pand la 15%
in cazul pacientilor cu tuberculoza MDR, esecul terapiei la acesti pacienti fiind asociat cu
prezenta bolii cavitare si numarul redus de medicamente cu sensibilitate confirmata din

schema de tratament.

Rezistenta la linezolid a tulpinilor de Mycobacterium tuberculosis complex este frecventa
la pacientii tratati anterior cu acest medicament, fiind asociata cu un numar suboptimal de
medicamente active in schema anterioard de tratament antituberculos care continea

linezolid.
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RECOMANDARI

. Implementarea unei supravegheri si monitorizari sistematice a tulpinilor MDR de
Mycobacterium tuberculosis complex, cu accent pe genotipurile L2 si L4, pentru a identifica

evolutia rezistentei la medicamente si a ghida strategiile terapeutice.

. Dezvoltarea unei abordari personalizate a tratamentului antituberculos, luand in considerare
mutatiile specifice ale tulpinilor de Mycobacterium tuberculosis complex, pentru a maximiza

eficacitatea terapeutica si a minimiza riscul de achizitionare a rezistentei.

. Implementarea tehnicilor moleculare rapide, inclusiv pe bazd de secventiere a genomului

.....

complet de medicamente antituberculoase aplicate n tratamentul tuberculozei MDR.

. Respectarea ghidurilor curente pentru tratamentul tuberculozei MDR inclusiv asigurarea unui
numar suficient de medicamente pentru a preveni rezistenta secundara fata de medicamentele

antituberculoase cheie.
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Anexa 1 Mutatii rezistente la medicamente in functie de linia Mycobacterium tuberculosis complex

Medicamentul Mutatii L2 % L4 % Ural % L2 abs L4 abs Ural p
katG S315T 79 5,5 2,0 98 3| <0.0001
katG S315T+fabG1-15¢c>t 10,5 92,1 95,3 13 151 141 | <0.0001

H_geno katG S315T+fabG1-17g>t 0,8 0,0 0,0 1 0.4306
katG S315T+fabG1 L203L 8,9 2.4 2,7 11 4 4 0,0288
inhA 194T+fabG1-15¢c>t 0,8 0,0 0,0 1 0 0 0.4306

H total 100 100,0 100,0 124 164 148
rpoB V170F 0,0 0,6 0,7 0 1 1 1.0000
rpoB L430P 0,8 0,0 0,0 1 0 0.4306
rpoB D435Y 0,0 2,4 2,7 0 4 4 0.1369
rpoB D435Y+S450L 0,0 0,6 0,7 0 1 1 1.0000
rpoB D435V 9,7 0,6 0,0 12 1 0 0.0002

R geno rpoB D435E + S441L 0,0 0,6 0,0 0 1 0 1.0000
rpoB H445 3,2 7,3 4,1 4 12 6 0.1937
rpoB S450L 84,7 84,8 89,9 105 139 133 1.0000
rpoB S450W 0,0 1,8 1,4 0 3 2 0.2619
rpoB S450L + 1.430P 1,6 0,0 0,0 2 0 0.1845
rpoB S450L + S431T 0,0 1,2 0,7 0 2 1 0.5079

R total 100 100,0 100,0 124 164 148
embB M3061 23,5 13,6 12,3 20 9 7 0.1480
embB M306V 37,6 19,7 19,3 32 13 11 0.0199
embB M306V + embA 16¢>t 0,0 6,1 7,0 0 4 4 0.0346

E_geno embB M306I + embA up 4,7 0,0 0,0 4 0 0] 0.1319

- embB D354A 3,5 0,0 0,0 3 0 0 0.2570
embB D354A + embA 16¢c>a 1,2 0,0 0,0 1 0 0 1.0000
embB G406 11,8 10,6 12,3 10 7 7 1.0000
embB G406A + embA 16¢c>a 0,0 1,5 1,8 0 1 1 0.4371
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Medicamentul Mutatii L2 % L4 % Ural % L2 abs L4 abs Ural p
embB Q497R 4.7 10,6 12,3 4 7 7 0.2122
embB Q497R+12¢>t 1,2 1,5 0,0 1 1 1.0000
embA upstream 11,8 36,4 35,1 10 24 20 0.0004
E total 100,0 100,0 100,0 85 66 57
rpsL K43R 76,6 1,2 0,0 95 2 0| <0,0001
rpsL K88R 8.9 90,7 98,6 11 146 145 | <0,0001
s S14a>c 0,0 5,0 0,0 0 8 0 0.0107
S_geno rrs 517¢>t 14,5 0,0 0,0 18 0 0| <0,0001
- gid R158 0,0 0,6 0,7 0 1 1 1.0000
gid 342 del ¢ 0,0 0,6 0,0 0 1 0 1.0000
gid 489 del a+ K88R (rpsL) 0,0 0,6 0,7 0 1 1 1.0000
gid 574 575del gg 0,0 1,2 0,0 0 2 0 0.5067
S Total 100,0 100,0 100,0 124 161 147
ethA T61M 7,8 0,0 0,0 5 0 0 0.0019
ethA Y147 17,2 0,0 0,0 11 0 0| <0,0001
ethA W289 1,6 0,0 0,0 1 0 0 0.2922
ethA T3141 1,6 0,0 0,0 1 0 0 0.2922
ethA 110 del a 20,3 0,0 0,0 13 0 0| <0,0001
ethA 246 ins t 1,6 0,0 0,0 1 0 0 0.2922
ethA 341 del a 1,6 0,0 0,0 1 0 0 0.2922
Eto_geno ethA 488 ins g 1,6 0,0 0,0 1 0 0| 0.2922
ethA 703 del t 3,1 0,0 0,0 2 0 0 0.0845
ethA 1010 del t 1,6 0,0 0,0 1 0 0 0.2922
ethA 1343 del a 1,6 0,0 0,0 1 0 0 0.2922
inhA 7t>c 1,6 0,0 0,0 1 0 0 0.2922
fabG1 - 15¢>t 20,3 97,4 97,2 13 151 141 | <0,0001
fabG1 - 15¢>t + 1194T (inhA) 1,6 0,0 0,0 1 0 0 0.2922
fabG1 L203L + ethA 768 del g 17,2 2,6 2,8 11 4 4 0.0003
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Medicamentul Mutatii L2 % L4 % Ural % L2 abs L4 abs Ural p
Eto total 100 100 100,0 64 155 145
gyrA A90V 15,2 26,1 26,1 5 6 6 0.3305
gyrA A90V+ D9%4A 3,0 0,0 0,0 1 0 0 1.0000
gyrA S91P 3,0 13,0 13,0 1 3 3 0.2946
gyrA D9%4 69,7 478 47,8 23 11 11 0.1637
Lfx_geno gyrA D94N + D94G 3,0 0,0 0,0 1 0 0 1.0000
gyrA D94G + gyrB R446C 3,0 0,0 0,0 1 0 0 1.0000
gyrB A504V + gyrA D94G 0,0 43 4.3 0 1 1 0.4107
gyrB A504V 3,0 4.3 43 1 1 1 1.0000
gyrB D461N 0,0 43 43 0 1 1 0.4107
Lfx total 100 100 100,0 33 23 23
s 1401a>g 84,6 50,0 0,0 11 1 0 0.3714
rrs 1402¢c>t 15,4 0,0 0,0 2 0 0 1.0000
Cm rrs 1484g>t 0,0 50,0 100,0 0 1 1 0.1333
Cm total 100,0 100,0 100,0 13 2 1
ald 883 884del tt 14,3 0,0 0,0 1 0 0 0.4375
ald 125 ins ¢ 14,3 0,0 0,0 1 0 0 0.4375
ald 903 ins ¢ 14,3 0,0 0,0 1 0 0 0.4375
ald 901 del a 0,0 333 333 0 3 3 0.2125
ald 222 ins t 0,0 11,1 11,1 0 1 1 1.0000
ald 460 del g 0,0 11,1 11,1 0 1 1 1.0000
ald R279 28,6 0,0 0,0 2 0 0 0.1750
alr D344N 0,0 333 333 0 3 3 0.2125
alr Y388C 0,0 11,1 11,1 0 1 1 1.0000
Cs alr M343T 28,6 0,0 0,0 2 0 0 0.1750
Cs total 100,0 100,0 100,0 7 9 9
folC S150G 6,4 0,0 0,0 3 0 0 0.5645
PAS folC E40G 4,3 0,0 0,0 2 0 0 1.0000

109




Medicamentul Mutatii L2 % L4 % Ural % L2 abs L4 abs Ural p
folC E153A 0,0 6,3 16,7 0 1 1 0.2540
folC 143T 43 0,0 0,0 2 0 0 1.0000
thyA R222G 78,7 12,5 16,7 37 2 1| <0,0001
ribD -12 ¢c>t 6,4 81,3 66,7 3 13 4| <0,0001
Pas total 100,0 100,0 100,0 47 16 6
s 1401a>g 42,3 50,0 0,0 11 1 0 1.0000
rrs 1402¢c>t 7,7 0,0 0,0 2 0 0 1.0000
rrs 1484g>t 0,0 50,0 100,0 0 1 1 0.0714
Am eis -14¢c>t 50,0 0,0 0,0 13 0 0 0.4841
Am total 100,0 100,0 100,0 26 2 1
rrs 1401a>g 24 .4 0,7 0,0 10 1 0| <0,0001
rrs 1402c¢>t 49 0,0 0,0 2 0 0 0.0466
rrs 1484g>t + eis -12¢>t 0,0 0,7 0,7 0 1 1 1.0000
rrs 1401a>g + eis -12¢>t 2,4 0,0 0,0 1 0 0 0.2181
eis -14¢c>t 31,7 0,0 0,0 13 0 0| <0,0001
eis -12¢>t 14,6 96,6 98,6 6 142 140 | <0,0001
eis -37g>t 7,3 0,0 0,0 3 0 0 0.0098
Km eis -10g>a 14,6 2,0 0,7 6 3 1 0.0039
Km total 100,0 100,0 100,0 41 147 142
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Anexa 2 Caracteristicile locilor homoplazici

Nr. minim

Baz

Amodiﬁciri Pozitia Ref | 2 Gena Gena Tipul 1}’[uta¢ia Mutati.a En me dlizciazrirfr::zaplean tru Pozitia | Poziti :i):iargz Cate.goriav Total | L2 L4
in arborele | genom mut | (Rv) Nume in ADN proteina B Start | a Stop citire functionala
filogenetic anta
moxifloxacin,
Rv00 S447F gatifloxacin, Information
3 6579 C T 05 gyrB CDS 1340c>t (tec/tTe) ofloxacin, 5240 | 7267 + pathways 3 1 2
levofloxacin
moxifloxacin,
Rv00 A504V gatifloxacin, Information
3 6750 C T 05 gyrB CDS 1511c>t (gce/eTe) ofloxacin, 5240 | 7267 + pathways 3 1 2
levofloxacin
moxifloxacin,
Rv00 A0V gatifloxacin, Information
10 7570 C T 06 gyrA CDS 269c>t (gce/aTe) ofloxacin, 7302 | 9818 + pathways 11 5 6
levofloxacin
moxifloxacin,
Rv00 S91P gatifloxacin, Information
. +
3 7572 T C 06 gyrA CDS 271t>¢ (teg/Ceg) ofloxacin, 7302 | 9818 pathways 4 1 3
levofloxacin
moxifloxacin,
Rv00 D94y gatifloxacin, Information
. +
12 7581 G T 06 gyrA CDS 280g>t (gac/Tac) ofloxacin, 7302 | 9818 pathways 14 8 6
levofloxacin
moxifloxacin,
Rv00 D9%4A gatifloxacin, Information
18 7582 A C 06 gyrA CDS 281la>c (gac/aCe) ofloxacin, 7302 | 9818 + pathways 23 18 5
levofloxacin
moxifloxacin,
Rv00 A288D gatifloxacin, Information
2 8164 C A 06 gyrA CDS 863c>a (gcc/gAc) ofloxacin, 7302 | 9818 + pathways 2 0 2
levofloxacin
1223 Rv01 | RvOI 113V . . 1223 | 1238 conserved
+ .
2 53 A G 04 04 CDS 37a>g (atc/Gtc) likely benign 17 31 hypotheticals 0 0 0
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Nr. minim Baz Rezistenta la Dir
modificari | Pozitia R a | Gena Gena . Mutatia Mutatia in s ozistent Pozitia | Poziti Jree Categoria
A ef Tipul A . < medicamente pentru tia de : < Total | L2 L4
in arborele | genom mut | (Rv) Nume in ADN proteina B Start | a Stop citire functionala
filogenetic anta
7611 Rv06 D435V . S .| 7598 | 7633 information
6 10 A T 67 rpoB CDS 1304a>t (gac/gTc) rifampicin, rifabutin 07 25 + pathways 13 12 1
7611 Rv06 T444T compensates for 7598 | 7633 information
2 38 C G 67 rpoB CDS 1332¢>¢ (acc/acG) rpoB mutations 07 25 i pathways 2 ! !
7611 Rv06 H445N . S . 7598 | 7633 information
7 39 C A 67 rpoB CDS 1333c>a (cac/Aac) rifampicin, rifabutin 07 25 + pathways 12 4 8
7611 Rv06 H445L . S . 7598 | 7633 information
5 40 A T 67 rpoB CDS 1334a>t (cac/cTe) rifampicin, rifabutin 07 25 + pathways 6 1 5
7611 Rv06 K446Q . S . 7598 | 7633 information
2 42 A C 67 rpoB CDS 1336a>c (aag/Cag) rifampicin, rifabutin 07 75 + pathways 2 1 1
7611 Rv06 S450L . L . 7598 | 7633 information
16 55 C T 67 rpoB CDS 1349¢c>t (teg/(Tg) rifampicin, rifabutin 07 75 + pathways 248 | 106 | 142
7622 Rv06 R&27C compensates for 7598 | 7633 information
2 85 C T 67 1poB CDS 2479t (cge/Tge) rpoB mutations 07 25 i pathways 3 3 0
V483G
7648 G/ | Rv06 1448t>g | (gtg/gGg)/V4 compensates for 7633 | 7673 information
13 17 | T lcl| e | ™C | CPS | juugec: A rpoB mutations | 70 | 20 | | pathways | oF | B[ 119
(gtg/eCg)
7648 Rv06 1491V compensates for 7633 | 7673 information
7 40 A G 68 rpoC CDS 1471a>g (atc/Gtc) rpoB mutations 70 20 i pathways 21 20 !
7649 Rv06 L516P compensates for 7633 | 7673 information
3 16 T C 68 rpoC CDS 1547ec (ctg/cCg) rpoB mutations 70 20 i pathways 3 3 0
7816 Rv06 K43R . 7815 | 7819 information
5 g7 A G 2 rpsL CDS 128a>g (aag/aGg) streptomycin 60 34 + pathways 96 95 1
7818 Rv06 K88R . 7815 | 7819 information
6 2 A G 32 rpsL CDS 263a>g (aag/aGg) streptomycin 60 34 + pathways 158 | 11 | 147
8511 Rv07 | Rv07 G106S . . 8507 | 8514 conserved
2 51 C T 56¢ 56¢ CDS 316g>a (ggc/Age) likely benign 41 66 ) hypotheticals 10 10 0
1253 Rvll | Rvll 1443T . . 1253 | 1254 regulatory
2 207 | A |G| 29¢ | 29c | CPS | 138tc (atc/aCe) likely benign 074 | 534 | proteins 2120
1253 Rvll | Rvll H355R . . 1253 | 1254 regulatory
2 a7t | T | C | 29¢ | 29c | CPS | 1064arg 1 eGe) likely benign 074 | s34 | - proteins 2120
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Nr. minim Baz Rezistenta | Di
modificari | Pozitia a | Gena Gena . Mutatia Mutatia in sostenta fa Pozitia | Poziti Jree Categoria
A Ref Tipul A . < medicamente pentru tia de : < Total | L2 L4
in arborele | genom mut | (Rv) Nume in ADN proteina B Start | a Stop citire functionala
filogenetic anta
1265 Rv1l | Rvll | intergeni . . 1265 | 1265 conserved
2 070 | 9 | T 37¢ | 37¢ | 3 | 3% - likely benign 087 | 455 | ~ | hypotheticals | 120 | 120 ©
1296 Rvll E228A . . 1296 | 1298 cell wall and
2 834 A C 66 IpqW CDS 683a>c (gaa/gCa) likely benign 152 059 i cell processes 20 20 0
intermediary
1303 Rvl1 . L55L . . 1302 | 1305 .
2 095 G | A 73 biC CDS 165g>a (ctg/ctA) likely benign 931 501 + metabqhsrp 10 0 10
and respiration
1673 Rv14 | fabG 1673 | 1674 lipid
8 475 C T 33 1 INT -15¢>t - INH-R#ETH-R 440 183 + metabolism 164 | 14 | 150
isoniazid -
1674 Rv14 | fabG L203L . Cl 1673 | 1674 lipid
2 048 | O | A g3 | CDS | 609> | (io/ciA) cthionamide, 440 | 183 | T | metabolism | | | 4
prothionamide
intermediary
1924 Rv16 T118A . . 1923 | 1925 .
2 180 A G 99 pyrG CDS 352a>g (acc/Gec) likely benign 829 530 + rnetabqhsm 3 0 3
and respiration
intermediary
1924 Rv16 S187L . . 1923 | 1925 .
2 388 C T 99 pyrG CDS 560c>t (tcg/tTg) likely benign 829 589 + metabqhsrp 2 0 2
and respiration
2124 RvI8 up?rtlrea 2125 | 2125 intermediary
2 911 T C 76 bfrA intergeni -429t>c - likely benign 340 319 + metabqhsrp 3 2 1
. and respiration
c region
virulence,
3 250 6 1o [RYD G | cps | 1280cg $315T isoniazid 21531 2156 | | gepoxification, | 285 | 123 | 162
168 08c (agc/aCc) 889 111 .
adaptation
2295 Rv20 V3768L . . 2294 | 2306 lipid
2 685 C A 48¢ pks12 CDS 11302g>t (ate/Tte) likely benign 531 936 - metabolism 122 | 122 0
2338 Rv20 | Rv20 L53R . . 2338 | 2340 conserved
2 866 | L |9 82 | s2 | OPS | ¥R oG likely benign 709 | 874 | * | hypotheticals | 40| O | 14
2338 Rv20 A96T 2338 | 2340 conserved
3 994 | 9 | A g - CDS | 286g=a | oiAce) - 709 | 874 | © | hypotheticals | 20| O | 130
2626 Rv23 . . 2626 | 2626 cell wall and
4 600 G A 47¢ esxP INT -81c>t - likely benign 223 519 - cell processes 5 1 4
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Nr. minim Baz Rezistenta | Di
modificari | Pozitia a | Gena Gena . Mutatia Mutatia in sostenta fa Pozitia | Poziti Jree Categoria
A Ref Tipul A . < medicamente pentru tia de : < Total | L2 L4
in arborele | genom mut | (Rv) Nume in ADN proteina B Start | a Stop citire functionala
filogenetic anta
virulence
2715 Rv24 . 2714 | 2715 . D
6 340 C T 16¢ eis INT -10g>a - KAN-R 124 332 - det0x1ﬁca'1t10n, 8 6 2
adaptation
virulence,
7 | FB G A R b | OINT | -12est . KAN-R 20141 2715 1| Getoxification, | 149 | 7 | 142
344 16¢ 124 332 .
adaptation
virulence,
2 | FB G A R b | OINT | -14est . KAN-RAMIR# | 2701 2715 1| deroxification, | 13 | 13 | 0
346 16¢ 124 332 .
adaptation
virulence
2715 Rv24 . 2714 | 2715 . 5
2 369 C A 16¢ eis INT -37g>t - KAN-R# 124 332 - det0x1ﬁca}tlon, 3 3 0
adaptation
intermediary
2 2747 T C Rv24 folC CDS 448a>g S150G PAS-R 2746 | 2747 - metabolism 3 3 0
151 47c (agc/Ggce) 135 598 .
and respiration
intermediary
2747 Rv24 143T 2746 | 2747 .
2 471 A G 47¢ folC CDS 128t>c (atc/aCc) PAS-R 135 508 - metabqhsrp 2 2 0
and respiration
intermediary
2 |2 o | R e | eps | 119avg E40G PAS-R 2746 1 217 1| metabolism | 2 | 2 | 0
480 47c (gag/gGg) 135 598 .
and respiration
2945 Rv26 | Rv26 . . 2945 | 2945 conserved
2 004 C G 16 16 INT -326c>g - likely benign 330 230 + hypotheticals 11 0 11
2945 Rv26 | Rv26 . . 2945 | 2945 conserved
2 167 | S | T ] 16 | 16 | INT | -163e=t - likely benign 330 | 830 | © | hypotheticals | > | © | 3
2986 Rv26 | Rv26 A5V 2985 | 2986 conserved
> 827 | 9 | A 70c | 70c | CPS | Mt | (hcaleTa) PAS-R 731 | 840 | ° | hypotheticals | ¢ | 3 | 13
intermediary
3067 Rv27 compensates for 3067 | 3067 .
2 961 G A S4c thyX INT -l6¢>t - ThyA deficit 193 945 - rnetabqhsm 36 36 0
and respiration
3135 Rv28 | Rv28 TI141R . . 3135 | 3136 conserved
2 912 G C 28c 28¢ CDS 422c>g (acg/aGg) likely benign 788 333 ) hypotheticals 122 1 121 !
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Nr. minim Baz Rezistenta | Di
modificari | Pozitia R a | Gena Gena . Mutatia Mutatia in sostenta fa Pozitia | Poziti Jree Categoria
A ef Tipul A . < medicamente pentru tia de : < Total | L2 L4
in arborele | genom mut | (Rv) Nume in ADN proteina B Start | a Stop citire functionala
filogenetic anta
3136 Rv28 | Rv28 R8OW . . 3136 | 3136 conserved
2 335 | O | A ] 28a | 28a | CPS | 205U 1 ouiTeg) likelybenign | 335" | 599 | - | pypotheticals | > | 0 | 2
3336 Rv29 . . 3336 | 3337 cell wall and
4 537 T A ’1c ddlA INT -1331a>t - likely benign 796 917 - cell processes 158 0 158
intermediary
3482 Rv31 | moeB . . 3482 | 3483 .
4 717 A G 16 ) INT -59a>¢g - likely benign 776 945 + metabqhsrp 83 83 0
and respiration
3568 Rv31 | whiB . . 3568 | 3568 regulatory
2 736 A | C 97A - INT -57t>¢g - likely benign 401 679 - proteins 3 3 0
3568 Rv31 | whiB . . 3568 | 3568 regulatory
3 795 T C 97A 7 INT -116a>g - likely benign 401 679 - proteins 3 3 0
intermediary
3840 Rv34 D344N 3840 | 3841 .
2 391 C T 23c alr CDS 1030g>a (gac/Aac) CS-R 194 420 - metabqllsm 3 0 3
and respiration
intermediary
2 380 A G [ R3] ar | cps | 1028 | M3BT CS-R 3840 1 3811 | etabolism | 2 | 2 | 0
393 23c (atg/aCg) 194 420 .
and respiration
3877 Rv34 V183A compensates for 3877 | 3878 information
2 960 A G 57c TpoA CDS 48te (gtc/gCc) rpoB mutations 464 507 ) pathways 2 2 0
T/ -16¢c>t;-
8 4243 c | A Rv37 embA INT 16c>a: ) EMB-R# 4243 | 4246 n cell wall and 28 4 24
217 94 233 517 cell processes
G 16¢>6
4243 Rv37 4243 | 4246 cell wall and
7 221 C|T o4 | cmbA INT -12e>t ) EMB-R# 233 | 517 T cell processes 12 o 3
4245 Rv37 H665H 4243 | 4246 cell wall and
2 227 C T 94 embA CDS 1995¢>1 (cac/caT) cthambutol 233 517 i cell processes 2 2 0
4247 Rv37 M306V 4246 | 4249 cell wall and
22 429 A |G 95 embB CDS 916a>g (atg/Gte) ethambutol 514 210 + cell processes 50 46 4
4247 Rv37 M3061 4246 | 4249 cell wall and
15 431 G T 95 embB CDS 918g>t (atg/atT) ethambutol 514 210 + cell processes 31 24 7
4247 Rv37 Y319S 4246 | 4249 cell wall and
2 469 | A | © | o5 |CmbB | CDS | 956a¢ |y cthambutol s14 | 810 | 7 | celiprocesses | 2 | 1 | !
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Nr. minim Baz Rezistenta | Di
modificari | Pozitia a | Gena Gena . Mutatia Mutatia in sostenta fa Pozitia | Poziti Jree Categoria
A Ref Tipul A . < medicamente pentru tia de : < Total | L2 L4
in arborele | genom mut | (Rv) Nume in ADN proteina B Start | a Stop citire functionala
filogenetic anta
4247 Rv37 D354A 4246 | 4249 cell wall and
4 574 A C 95 embB CDS 1061a>c (gac/aCc) ethambutol 514 210 + cell processes 4 4 0
4247 Rv37 G406C 4246 | 4249 cell wall and
4 779 G T 95 embB CDS 1216g>t (2ec/Tac) ethambutol 514 310 + cell processes 4 4 0
4247 Rv37 G406A 4246 | 4249 cell wall and
8 730 G C 95 embB CDS 1217g>c (agc/eCo) ethambutol 514 310 + cell processes 16 9 7
4248 Rv37 Q497R 4246 | 4249 cell wall and
7 003 A G 95 embB CDS 1490a>g (cag/cGeg) ethambutol 514 310 + cell processes 11 4 7
4249 Rv37 D1024N 4246 | 4249 cell wall and
3 583 G |A 95 embB CDS 3070g>a (gac/Aac) cthambutol 514 810 i cell processes > ! 4
4269 Rv38 . A249T . . 4268 | 4269 cell wall and
2 089 C T 06¢ ubiA CDS 745¢>a (gcg/Acg) likely benign 925 833 ) cell processes 2 2 0
4269 Rv38 . M180V . . 4268 | 4269 cell wall and
2 296 T C 06¢ ubiA CDS >38a>g (atg/Gtg) likely benign 925 833 ) cell processes 2 ! !
4338 Rv38 | whiB C53G . . 4338 | 4338 regulatory
2 365 | A 1S 62 | 6 CDS | 1578 | (150/Gec) likely benign 171 | 521 | - proteins 2 2] 0
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