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REPERE CONCEPTUALE ALE TEZEI
Actualitatea temei

Tuberculoza (TB) este una dintre cele mai mari provocari de sanatate
publica la nivel global. in anul 2022 Organizatia Mondiald a Sanatatii a
estimat 10,6 milioane de imbolnaviri noi si 1,3 milioane de decese cauzate
de tuberculoza [1]. In prezent, unul dintre cele mai importante obstacole in
reducerea impactului tuberculozei asupra sanatatii publice sunt cazurile de
boald cauzate de tulpinile de Mycobacterium tuberculosis cu rezistenta
concomitentd la izoniazidd si rifampicina (tulpini MDR) [2]. Incidenta
cazurilor de TB MDR este deosebit de alarmanta in tarile din Europa de Est,
unde rata MDR 1n randul pacientilor cu TB nou-diagnosticati depaseste 30%,
iar in cazurile de retratament - depaseste 50% [3]. Intreruperea aprovizionarii
cu medicamente si implementarea defectuoasa a regimurilor de tratament in
deceniile precedente precum si controlul infectios deficitar de rand cu
intarzierea diagnostica au determinat selectarea si mentin transmiterea activa
a tulpinilor rezistente si extinderea endemiei de TB MDR 1n aceastd regiune
[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 conferi avantaje tulpinilor de M. tuberculosis complex
cu rezistentd la medicamentele antituberculoase [7].

Studiile cu utilizarea datelor de secventiere a genomului tulpinilor de
M. tuberculosis complex din Republica Moldova, efectuate anterior prezentei
lucrdri, 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 nosocomiala a tulpinilor de M. tuberculosis complex in
institutiile medicale specializate in tratamentul bolnavilor de tuberculoza
[10]. In acelasi timp, aspecte precum determinantele genetice ale raspandirii
cu succes anume a tulpinilor de M. tuberculosis MDR in aceasti arie



geograficd precum si cele ce se refera la potentialele asocieri dintre
trasaturile genetice ale tulpinilor micobacteriene si caracteristicile clinice ale
bolii tuberculoase au ramas 1n mare parte nestudiate.

In aceasti lucrare a fost evaluata structura geneticd a tulpinilor de M.
tuberculosis complex cu patern MDR izolate pe teritoriul Republicii
Moldova selectate pe o perioadd de sase ani consecutivi, in baza datelor de
secventiere a intregului genom micobacterian. Analiza datelor de secventiere
a permis sa 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, secventierea intregului genom, factori de risc, linii genotipice.

Domeniul de studiu: Microbiologie
Scopul lucrarii
De a studia diversitatea genotipicd si caracteristicile molecular-
genetice ale tulpinilor de Mycobacterium tuberculosis din Republica
Moldova cu impact asupra fenomenului de rezistenta.
Obiectivele cercetarii
1. Aprecierea diversitdtii genotipice si a evolutiei temporale a tulpinilor
multidrog-rezistente de Mycobacterium tuberculosis in Republica
Moldova.

2. ldentificarea 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.

Metodologia generala a cercetarii

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

Din perspectivd metodologicd primul studiu are o componentd
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 ale 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 n cadrul careia a fost aplicat un model de
regresie logistica 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 1n cadrul careia a fost generat un model de regresie logistica
multipld care a evaluat factorii asociati cu rezultatul negativ al terapiei
antituberculoase, inclusiv potentiala asociere cu linia genotipicd a M.
tuberculsis, la bolnavii cu TB MDR care administreaza scheme de tratament
ce contin bedaquilina.



Cel de al treilea studiu a reprezentat un studiu de cohorta in care au
fost evidentiati factorii de risc pentru achizitionarea 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 genice asociate cu rezistenta la acest medicament, la
tulpinile MDR de M. tuberculosis complex din Republica Moldova.

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 data
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 1n 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 §i aparitia rezistentei la preparatele antituberculoase la
bolnavii TB tratati in cadrul Programului national de raspuns la tuberculoza
din Republica Moldova.

Rezultatele obtinute care au determinat solutionarea unei
probleme stiintifice, aplicative de importantd majora
- 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 1n rezistenta la medicamentele antituberculoase.

- Tulpinile MDR de 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 pozitiva pentru aceastd mutatie.

- Tulpinile MDR de 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 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
achizitionata secundar tratamentului TB MDR prin aplicarea unor scheme
de tratament deficitare.

Semnificatia teoretica

Rezultatele acestei lucrari oferd argumentarea teoretica pentru
succesul raspandirii liniilor filogenetice de M. tuberculosis complex L2 si L4
in Republica Moldova, in special identificand unele determinante genetice
asociate cu selectia pozitivd a genotipurilor L2 precum si cele care
avantajeazi 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 prelungitd a acestor bolnavi, iar in cazul
tulpinilor L4 achizitionarea mutatiilor compensatorii (rpoC) ar Tmbunatati
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 doua genotipuri identificate (L2
si L4) in prezentul studiu 1si pot gasi aplicatia in perfectionarea metodelor de
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 bedaquilind si linezolid pot fi utilizate de catre medicii
specializati in tratamentul TB MDR precum si de citre specialistii in sdnatate
publica 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.

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 doua acte de
implementare 1n procesul stiintifico-practic si doua certificate de inovator.
Rezultatele tezei au fost reflectate in 15 publicatii stiintifice inclusiv 3

articole in reviste indexate in baza de date Web of Science, 2 - articole in
reviste din registrul national al revistelor de profil, 10 - teze. La fel,
rezultatele cercetdrii au fost prezentate la 12 foruri si evenimente stiintifice.

CONTINUTUL TEZEI

1. MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS - DETERMINANTE
GENETICE ASOCIERI EPIDEMIOLOGICE SI CLINICE
Capitolul prezintd si sintetizeaza date relevante din literatura de

specialitate, privitor la liniile genotipice ale M. tuberculosis complex. Sunt
fenotipice si genotipice. Au fost descrise mutatiile cunoscute din 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.

2. DIVERSITATEA GENOTIPICA A MYCOBACTERIUM
TUBERCULOSIS COMPLEX iN REPUBLICA MOLDOVA iN
CONTEXTUL DEZVOLTATII REZISTENTEI ANTIMICROBIENE
SI CARACTERSITICILOR CLINICE ALE BOLII

Capitolul descrie metodologia si rezultatele cercetarii dedicate
reconstructiei filogenetice a tulpinilor MDR de M. tuberculosis complex din
Republica Moldova si evolutia temporald a acestora, cu identificarea
asocierilor dintre liniile genotipice ale M. tuberculosis complex (MTBC) si
leziunile cavitare precum si rezultatul negativ al tratamentului antituberculos
la bolnavii TB MDR. In acest scop a fost realizat un studiu de cohorta
retrospectiv pe izolate de MTBC prelevate din biobanca Laboratorului
national de referintd Tn microbiologia tuberculozei (LNR) din Chisinau,
Republica Moldova. Au fost selectate aleatoriu 60 de izolate pentru 6 ani
consecutivi (2013-2018). Probele rezultate in urma selectarii (n=360) au fost
reinsdmintate pe medii Lowenstein-Jensen si supuse extragerii ADN si
secventierii Intregului genom. Tulpinile MTBC care contineau genotipuri
mixte si/sau discrepante majore intre profilurile fenotipice si genotipice de
rezistenta la medicamente au fost excluse din analiza finald. 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).

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

Dintre cele 288 de tulpini de M. tuberculosis complex analizate, 124
(43%) au fost clasificate ca apartinand liniei 2 (L2), iar 164 (57%) tulpini -
liniei 4 (L4). Tulpinile L2 au cuprins urmatoarele sublinii: Asia Centrald
(56%), focarul W148 din Europa/Rusia (22%), focarul din Asia Centrala
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(17%) si cate 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). Tulpinile din linia 2, cat si cele din linia 4 au avut o rata similara,
care nu s-a schimbat in timp (p>0,09). 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 facut parte din 11
clustere moleculare (reconstructie filogenetica cu o distanta genetica de 5
SNP). 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, inclusiv 3 clustere fiecare dintre care a inclus 6 tulpini. Rata
tulpinilor L4 grupate in clustere a fost mai mare decat a celor ce apartineau
L2 (p <0,001), (63% pentru L4 fata de 36,3% pentru L2, p <0,001).

Pentru cuantificarea transmiterii recente 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 bratelor
terminale mai scurti 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 [IiC
1,826 x 10 - 1,097 x 1073], p = 0,0002), sugerand o transmisibilitate mai
mare a tulpinilor L4 (Figura 2).

S-a observat cd mai multe tulpini L2 decat L4 au fost rezistente la
fluorochinolone, PAS, pirazinamida, etambutol, amikacina si capreomicina
(Figura 2 D). Viceversa, rezistenta la etionamida si kanamicind a fost mai
frecventa in randul tulpinilor L4. Nu s-au constatat diferente intre L2 si L4
in ceea ce priveste rezistenta la cicloserina si streptomicind. De asemenea,
au fost observate diferente statistic semnificative in ceea ce priveste
frecventa mutatiilor specifice la tulpinile L2 si L4 care confera rezistenta la
izoniazida, rifampicind, etambutol, etionamida, PAS si kanamicina
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Figura 2. Transmiterea MTBC si rezistenta la medicamente in Republica
Moldova 2013-2018

2.2 Determinante genetice ale M. tuberculosis cu rol potential in
raspandirea tulpinilor multidrog-rezistente in Republica Moldova

Majoritatea tulpinilor secventiate (259/288, 90%) au fost purtdtoare de
cel putin o mutatie putativ compensatorie. 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
in regiunea promotorului thyX, iar 3 tulpini prezentau o mutatie in regiunea
promotorului ahpC. Dintre acestea, 41 de tulpini prezentau mutatii in mai
mult de o gena, dintre cele mentionate anterior.

Proportia de mutatii putativ compensatorii in rpoC a fost mai mare la
tulpinile L4 Tn comparatie cu tulpinile L2 (81,1% fata 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 1n 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 thy X au fost mai
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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 (doua
L4 si unul L2).

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 3 B). In functie de linia genetici, aceasti
observatie a fost semnificativd 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). Tulpinile care au prezentat 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 3 C, G). 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
semnificativa doar pentru lungimea bratelor terminale (2,2*10- [IIC 2,0%10-
3.2,3*%107] fata de 7,3*10% [IC 3,6%10* - 1,6%¥107], p=0,002,
corespunzator) si nu pentru rata de clusterizare (Figura 3 G, K). Nu a existat
nicio diferentd intre prezenta/absenta mutatiilor compensatorii in rpoA
grupat dupa numarul de mutatii rezistente la medicamente in intreaga cohorta
si in fiecare dintre cele doud linii principale (Figura 3 L). Tulpinile cu o
mutatie 1n regiunea promotorului genei thyX au avut mai putine mutatii de
rezistenta la medicamente decéat tulpinile fara mutatii in promotorul genei
thyX (6 [IIC 5-7] vs 7 [IIC 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 fara mutatii thyX (Figura 3 H, M).

La fel, tulpinile L2 care au mutatii in promotorul genei thyX au
avut o ratd de clusterizare mai mare (61,1% vs 26,1%, p=0,0004) si o
lungime a bratelor terminale mai mica (5,4*107 [1,8*10™* vs 8,6%10
4 vs 1,0%107 [5,4*10* - 2,2*107], p<0. 0001) in comparatie cu
tulpinile L2 fard astfel de mutatii, in timp ce tulpinile L4 care au avut
mutatii in promotorul thyX au avut o lungime a bratelor terminale mai
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mare decat cele L4 fari astfel de mutatii (2,0%10~ [2,0%¥10-2 - 3,8*10"
2 vs 5,4%10*[1,8%10* - 1,0¥10*], p=0,02) (Figura 3 H, M).
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Figura 3. Mutatii compensatorii si transmisibilitatea in intreaga cohorta
de tulpini de M. tuberculosis complex

Homoplazia si posibila selectie pozitiva
In tulpinile secventiate au fost detectate 145 de mutatii care prezentau
semne de homoplazie (mutatii identice in subgrupuri care nu au legatura
filogeneticad), 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
mutatii cu codoni sinonimi sau mutatii localizate in regiuni repetitive, cum
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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 finala, au fost gasite Intr-un numar variabil de genomuri analizate, de
la 2 pana la 285 de tulpini dintre cele 288, rezultdnd intr-un numar total de
2624 de alele homoplazice in intreaga cohorta. Cincizeci si trei (75,7 %)
dintre aceste SNP-uri (1822 de alele; 69,4 %) au fost prezente in regiunile
codificatoare ale celor 25 de gene adnotate, iar 17 SNP-uri au fost gasite n
regiunile intergenice. Au fost identificate 43 de SNP-uri, cu selectie pozitiva,
in 15 gene care sunt asociate cu rezistenta si 7 SNP-uri in 4 gene cunoscute
pentru a compensa un deficit de adaptabilitate induse de mutatiile asociate
cu rezistenta la rifampicina (rpoC, rpoB, rpoA) si rezistenta la PAS (thyX)
(Figura 3).

De asemenea, au fost observate mutatii homoplazice in prpR
(Rv1129c 1433T si H355R), ce reprezintd o gend asociata cu toleranta la
medicamente [11], ambele mutatii au evoluat independent in doua izolate L2.
In general, izolatele atat L2 si L4 au avut un numar median similar de SNP-
uri homoplazice (9 [IIC 8-10] vs 9 [IIC 9-10], p < 0,9, respectiv).

A fost analizat raportul numarului SNP-uri homoplazice fata 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 homoplazice
fati de toate SNP-urile diferentiatoare (0,039 [IIC 0,038 - 0,043] in
comparatie cu izolatele L4 (0,047 [IiC 0,039 - 0,052]) (Figura 4A).

Aceasta diferentd se observa, 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 crescuta pentru izolatele L2
(Figura 4 B, C).

De mentionat ca mutatia Rv2828c T141R, identificata in analiza de
homoplazie din prezentul studiu si asociatd anterior cu o patologie
radiologica mai raspandita [11], a fost gésita aproape exclusiv in randul
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izolatelor L2 (98% in L2 fatd de 1,2% in L4, p < 0,0001).
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Figura 4. Homoplazia si selectia pozitivi in functie de linia MTBC

2.3 Asocieri dintre determinantele genotipice cu impact asupra
rezistentei la antimicrobiene a M. tuberculosis si evolutiei clinice a
tuberculozei

In cadrul studiului au fost evaluate potentiale asocieri dintre linia
genotipicd a M. tuberculosis complex si caracteristicile clinice ale bolii
tuberculoase la bolnavii de la care au fost izolate tulpinile analizate.
Caracteristicile clinico-demografice de bazi ale lotului de bolnavi cu TB
MDR de la care au fost izolate tulpinile incluse in studiu, sunt date de varsta
tanard (mediana 33 de ani [IIC, 42-53]), genul masculin (79,2%) si prezenta
leziunilor cavitare la radiografia toracica (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 in cohorta studiatd 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.

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

Mutatii compensatorii=| i 0—
Diabet zaharat= t ® {
HIV pozitiv- ———
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Varsta (31-50) e o
Sexul (barbat)= e
Linia genotipica L2+ H@—
1 1 T 1

T T T T
00 02 04 06 08 10 10 20 30 40
OR (95%Cl)

Figura 5. Asocieri cu rezultatele negative ale tratamentului, cazuri noi

Mutatii compensatorii=| l L {
Pirazinamida=] —_—e—i—
Fluorochinolone= e —
Nr. de medicamente = ——
Leziuni cavitare= 0
Diabet zaharatq —@—— | ——
HIV pozitiv=] } ® {
Virsta=] ®
Sexul (barbat) = i
Linia genotipica L2+ 10—
T 1 T T or 1 T T T 1
00 02 04 06 08 10 10 20 30 40 50

OR (95%CI)

Figura 6. Asocieri cu rezultate negative ale tratamentului, cazuri noi

In regresia univariati, nu s-au observat diferente semnificative in
variabilele precum varsta, sexul, statutul HIV, diabetul zaharat sau
episoadele anterioare de TB intre pacientii cu linii genotipice diferite. Cu
toate acestea, analiza a ardtat cd pacientii infectati cu linia genotipica L2 a
M. tuberculosis complex au avut o probabilitate mai mare de a prezenta
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leziuni cavitare si o ratd mai mare de esec al tratamentului in comparatie cu
cei infectati cu L4. Aceastd asociere a ramas semnificativd 1n cadrul
modelului multivariat, covariabilele precum vérsta, sexul, statutul HIV,
diabetul zaharat si prezenta mutatiilor compensatorii. 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) (Figura 5).

In cel de al doilea model de regresie logistici (de asociere cu leziunile
cavitare) a fost observatd asocierea semnificativa cu linia genotipica L2 (OR
2,20, 95% CI 1,07-4,55, p=0,03) (Figura 6).

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

In capitol sunt prezentate rezultatele studiului transversal de cohorta,
in care a fost investigat 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 care au administrat bedaquilina. 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 bedaquilind in Republica Moldova in
perioada 2016 - 2018.

In studiu au fost incluse probele izolate si stocate in biobanca
Laboratorului National de Referinta 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 stocat cel putin un izolat de M. tuberculosis complex din sputa
colectata anterior initierii tratamentului pentru episodul respectiv de boala.

Din totalul de pacienti TB MDR tratati in perioada 2016-2018, au
primit bedaquilind ca parte a regimului de tratament anti-TB MDR, 203
(6,8%) bolnavi. Astfel, in scopul studiului au fost identificate 82/203
(40,4%) de tulpini de M. tuberculosis complex. Izolatele de la ceilalti 121 de
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pacienti nu au fost disponibile in biobanca LNR. Pentru noua dintre acesti
pacienti au fost identificate doar cate un izolat din perioada de dupa initierea
tratamentului, motiv din care nu au fost inclusi In analiza finald. 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 cavitara 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). Datele
WGS a izolatelor micobacteriene analizate au evidentiat ca 56,5% dintre
pacienti au fost infectati cu o tulpina 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 bedaquilind (*conform clasificarii
OMS pana la 12/2020). Ratele de rezistentda la medicamentele
antituberculoase conform datelor WGS au constituit: 100% la
streptomicind, 66,1% la etambutol, 71,0% la pirazinamida, 59,7% la
fluorochinolone, 72,6% la kanamicina, 24,2% la amikacina, 22,6% la
capreomicing, 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 incd in tratament sau au fost
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pierduti din supraveghere. Din cei 52 de pacienti rdmasi, 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 nici-o 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 randul pacientilor TB MDR
neinclusi 1n cercetare pentru care au constituit respectiv 27,0% si 8,2%, p >
0,71.

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 doua tulpini prezentau mutatii
in ambele gene. Opt tulpini M. tuberculosis complex au avut o Concentratie
Minima Inhibitoare (CMI) a BDQ de 2,0 mg/L sau mai mare, conform
testarii in MGIT960. In acelasi timp, un izolat (CAR-84) cu doud mutatii in
Rv0678 a fost testat ca fiind sensibil la bedaquilina (CMI 1,0 mg/L) (Figura
7).

De mentionat cd, la sapte izolate s-au identificat mai mult de o mutatie
in atpE si/sau Rv0678 cu frecvente diferite, sugerand existenta unor
subpopulatii distincte la acesti pacienti. Toate tulpinile M. tuberculosis
complex rezistente la bedaquilind au fost 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.

Dintre cei 26 de pacienti cu izolate MTBC disponibile Tnainte si dupa
initierea terapiei cu bedaquilind, tulpina de bazi si cea de urmarire diferd cu
maximum 4 SNP. Patru pacienti (15,4%) au fost probabil reinfectati cu a
doua tulpind, prezentind o diferentd de 26-1126 SNP in comparatie cu
tulpina de bazi. In total, 4/26 (15,4%) dintre tulpinile MTBC izolate au
dobandit rezistenta la bedaquilinad dupa 90, 159, 348 si, respectiv, 451 de zile
de administrare a bedaquilinei. Un izolat din perioada de dupa initierea
tratamentului (izolat de urmarire) (pacientul 29) cu mutatia atpE p.166M
(frecventa de 97%) a fost fenotipic rezistent la bedaquilina, dar sensibil la
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clofazimina.

Tabel 1. Rezultatele testirii genotipice si fenotipice la bedaquilina si
clofazimina a tulpinilor de MTB izolate inainte si dupi includerea
bedaquilinei in schema terapeutici la pacientii TB MDR, 2016 — 2018

Nr. pacient, (ID tulpini atpk BDQ MIC |CFZ MIC

Timpul de (D wpind), :ﬂg;ii(%cvem (frecventa | MGIT960 | MGIT960

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

Pacient29, (CAR-13), S tulpina

pre-expune(re la bedzzquiliné I e salgaticé A

Pacient29, (CAR-38),

post-expunere la bedaquilina, |tulpina salbatica 166M# (97%) [>2,0(R) |<0,5(S)

rezistenta dobindita

Pacient12, (CAR-52), S tulpina

pre-expunef'e la beda)quiliné tulpina salbatica sélgaticé 0.5 (S) 0,5 (8)

Pacient12, (CAR-61) 16_del_g (57.4%); tulbina

post-bedaquilina, resistenta 193 _del_g# (12.7%); sélkp>aticé 2.0 (R) 1.0(S)

dobindita G24D (19.8%)

Ef;'gg;iﬁﬁg'm' tulpina salbatici ;‘;:f)'aqf‘ca <0,5(S) |<0,5(S)

Pacient2, (CAR-87),

post-bedaquiling, resistenta | 192insG# (2%) AB3P# (25%) |>2,0(R) |2.0(R)

dobindita

E?:-IEQ;ZLEEQR-W)’ tulpina silbatica tg‘;igg:f‘ca <0,5(S) |<0,5(S)

Pacient37, (CAR-18), o tulpina

post-bedaquiline, re-infectie T58P (100%) salbatica 20(R) 106)

Efg_'sg;izhgggm‘w’)’ tulpina salbatica z‘;‘lgiﬂf‘ca <0,5(S) |<0,5(S)

Pacient57, (CAR-55)

BISD AT 193 del_g# (44.4%); E61D# (27,5);

ggitirll);?;qulhna, resistenta S63G# (5.5%) 166M# (2,6%) >2,0(R) [1.0(S)

Pacient32, (CAR-84), 192_ins_g# (74.2%); tulpina

post-bedaquilina 193 _del_g# (5.7%) salbatica 106 106

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

post-bedaquilina L142P (64%) salbatica SRR |20
136_ins_g (7,1%);

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

post-bedaquilind 195_ins_t# (5,8%); silbatica >20(R) |120(R)
G66W (6.0%)

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

post-bedaquilina R72W (28.5%) salbatica U 2R

BDQ-bedaquilina, CFZ-clofazimind, CMI-concentratie minima inhibitorie, R-rezistent, S-susceptibil,

#mutatie analizata in [2]

Un al doilea izolat de urmérire (pacientul 12) purta trei mutatii in gena
Rv0678 cu frecvente variabile (p.D5fs - 57%, p.G24D - 19,8% si p.S64fs -
13%). Alte doua izolate post-expunere au dobandit mutatiile atpE p.A63P
(25%) in combinatie cu Rv0678 p.S64fs (2%) (pacientul 2), si combinatia
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atpE p.E61D (28%), atpE p.166M (3%), Rv0678 p.S63fs (5%) si p.S64fs
(44%) (pacientul 57).

Printre cei patru pacienti reinfectati cu o tulpina MTBC diferita,
pacientul 37 a fost reinfectat cu o tulpina rezistenta la bedaquilind purtand
mutatia Rv0678 p. TS8P cu o frecventa de 100%. Desi cel de-al doilea izolat
avea acelasi genotip (L 2.2.1/ Europa/Rusia W148 Outbreak), o distanta
genetica de 26 SNP fata de izolatul de baza a indicat clar o reinfectare (Tabel
1).

atpE/Rv0678 wild type

! mutatii doar in Rv0678
76 E B mutatii atpE si Rv0678

N
O O o O

Sensibil ! Rezistente

N W b U
o o

o

Numar de tulpini

12+1

[
o

2+3

1.0 20 >2.0
MIC (mg/l)

Figura 7. Distributia concentratiei minime inhibitorii (CMI) la bedaquilina
pentru tulpinile MTB si rezultatele secventierii (n=97)

3

o

<05

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 urmarire,
care a dobandit mutatia rrs g.1484 g/t in gena ARNr 16S, ce determina
rezistenta incrucisatd la medicamentele injectabile de linia a doua
kanamicina, capreomicind si amicacind. Cu toate acestea, a fost gasit un
izolat care a pierdut practic rezistenta fenotipicd impotriva tuturor
medicamentelor injectabile de linia adoua, precum si o mutatie care
determina rezistenta la fluorochinolone (pacientul 2). Izolatul initial de la
pacientul 2 continea mutatiile rrs 1401 a/g (63%) si gyrA p. D94G (61%) in
combinatie cu gyrA p.S91P (44%). In izolatul de urmarire care a fost testat
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sensibil la toate medicamentele injectabile de linia a doua, mutatiile rrs g.
1401 a/g si gyrA p.D94G au fost reduse la o frecventa de 4 % si respectiv, 0,5
%. Pe de alta parte, mutatia gyrA p.S91P a crescut la o frecventa de 96 %
(Tabel 1).

Majoritatea regimurilor de tratament au inclus antibiotice cu rezistenta
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 1n 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 include bedaquilina, a fost efectuatd o
analiza de regresie logistica care a vizat 52 din 62 de pacienti (83,9%) pentru
care datele despre rezultatele tratamentului erau disponibile.

In analiza de regresie logistic univariata, 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 cavitatilor
la radiografia toracicd, 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. Rezultatele analizei de
regresie au indicat ca prezenta cavitatilor la radiografia toracica (p=0,011)
este asociatd cu un rezultat nefavorabil al tratamentului. De asemenea, s-a
observat cad un numdr 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).

4. REZISTENTA LA LINEZOLID A M. TUBERCULOSIS
FACTORI DE RISC SI DETERMINANTE GENETICE

In cadrul acestei analize au fost identificate toate tulpinile de MTBC
izolate si stocate in perioada 2017-2018 in biobanca LNR, obtinute din sputa
pacientilor adulti cu TB MDR, care au administrat linezolid (LNZ) in schema
de tratament 1n orice perioada, pe parcursul ultimilor doi ani si au avut o
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.
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Tulpinile MTBC incluse in 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.

Mediana numdrului 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).

Rata tulpinilor MTBC izolate de la pacientii aflati in tratament dupa
esec a fost mai mare 1n cazul celor LNZ rezistente - 91,7% decét 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 numar 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).

Majoritatea tulpinilor analizate apartin liniei genotipice L2 - 63,5%,
celelalte tulpini apartinand liniei 4. WGS a confirmat profilul MDR al tuturor
celor 52 de tulpini de MTBC incluse 1n 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. Numadrul de tulpini cu rezistentd genotipicd la
linezolid (12/52) difera de cel detectat prin TSM fenotipic bazat pe cultura,
care a evidentiat 15 tulpini rezistente la linezolid. Aceasta diferentd 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 gasita 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) ce codifica proteina ribozomalad L4.

In cazul unei singure tulpini cu rezistenta fenotipica la linezolid nu s-
a gasit nici o mutatie in genele rplC si rrl, In timp ce la o altd tulpind cu
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rezistenta fenotipica au fost detectate 2 mutatii de tip substitutie nucleotidica
in diferite pozitii a genei 1rl: 2814G>T (98%); 2810A>C (98%), la ambele
tulpini nu au fost gasite mutatii in gena rplC.

® fard mutatii
H rrl mutatii necunoscute
® rr] mutatii
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Figura 8. Distributia concentratiilor minime inhibitorii (CMI) la linezolid
pentru tulpinile MTBC si rezultatele secventierii

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

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 11l au avut
0 CMI a linezolidului < 0,5 mg/1. Tulpina cu rezistenta fenotipica la care nu
s-au gasit mutatii In gena rplC, sau la rl, a avut o CMI a linezolidului de 2
mg/1 (Figura 8).

De mentionat ca o proportie semnificativa (76,9%) dintre tulpinile
rezistente la linezolid prezentau si rezistentd suplimentara la
fluorochinolone.

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 genotipica a MTBC,
prezenta mutatiilor compensatorii, numarul de doze de linezolid
administrate, istoricul intreruperii tratamentului cu linezolid mai mult de 2

26



luni, numarul de medicamente active din regimul de tratament al
tuberculozei (evaluat in baza datelor de secventiere) si statutul HIV (Figura
9).

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

Nr. de medicamente active] —@—

Mutatii compensatoriiq ———@&—— | —
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Figura 9. Factori de risc pentru rezistenta la linezolid

Ulterior acestea au fost verificate in cadrul unui model de regresie
logistici multivariatd care a evidentiat asocierea semnificativd dintre
rezistenta la linezolid si numdrul de medicamente active din regimul de
tratament al TB MDR (OR 0,23; 95% CI 0,03 - 0,70; p = 0,04). 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).

In baza datelor WGS, a fost determinat ci mediana numarului de
medicamente active din schemele de tratament este semnificativ mai mica
decat numarul calculat pe baza rezultatelor testelor de sensibilitate fenotipica
si a prezumtiei de sensibilitate la medicamentele netestate. Aceasta Inseamna
ca, In practicd, pacientii primesc un numar mai mic de medicamente active
decét cel estimat initial pe baza testelor de laborator.
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CONCLUZII GENERALE SI RECOMANDARI

Concluzii

Tulpinile MDR de Mycobacterium tuberculosis complex din Republica
Moldova sunt predominant reprezentate de genotipurile L2 si L4 (Ural),
proportia lor raménénd stabild in perioada de observatie de sase ani din
prezenta lucrare.

Exista diferente semnificative in rezistenta fenotipicd 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 asociatd 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 rezistentd si transmitere, posibil
datoritd 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 pana la 15% in cazul pacientilor cu
tuberculozd 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.

Recomandari
. Implementarea unei supravegheri si monitorizari sistematice a tulpinilor
MDR de Mycobacterium tuberculosis complex, cu accent pe genotipurile
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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, potential pe baza de
secventiere a genomului micobacterian, pentru detectarea sensibilitatii
Mycobacterium tuberculosis complex la spectrul complet de
medicamente antituberculoase aplicate in tratamentul tuberculozei MDR.

. Respectarea ghidurilor curente pentru tratamentul tuberculozei MDR
inclusiv asigurarea unui numar suficient de medicamente pentru a preveni
rezistenta secundara fatd de medicamentele antituberculoase cheie.
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ADNOTARE
Elena Chesov
»,Diversitatea genotipica si rezistenta la medicamente a tulpinilor
de Mycobacterium tuberculosis”
Teza de doctor in stiinte medicale, Chisindu, 2024
Structura tezei: introducere, patru capitole, concluzii generale si recomandari, bibliografie din 210 surse, doua
anexe, 15 tabele si 22 figuri. Rezultatele sunt publicate in 15 lucrdri stiintifice.
Cuvinte cheie: TB, M. tuberculosis complex, MDR, diagnostic de laborator, tratament antituberculos,
secventierea intregului genom, factori de risc, linii genotipice.
Domeniul de studiu: 313.02 — Microbiologie, virusologie medicald.
Scopul lucririi: De a studia diversitatea genotipica si caracteristicile molecular-genetice ale tulpinilor de
Mycobacterium tuberculosis din Republica Moldova cu impact asupra fenomenului de rezistenta.
Obiectivele lucririi: 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 evolutia clinicd a tuberculozei. 4. Identificarea
corespondentelor genotipice ale rezistentei micobacteriene la medicamentele cheie utilizate in tratamentul
tuberculozei multidrog-rezistente.
Noutatea si originalitatea stiintificd: 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. Utilizand acelasi set de date de
secventiere a fost analizat pentru prima datd un lot de izolate M. tuberculosis complex provenit din Europa de
Est, a fost determinat rolul putativ al mutatiilor compensatorii si a unor mutatii homoplazice in evolutia
endemiei de TB MDR in aceasta regiune. 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 noi pentru stiinta si practici: Majoritatea covérsitoare a tulpinilor MDR de M. tuberculosis
complex circulante in Republica Moldova apartin intr-o proportie relativ stabild (pe durata observata in studiu)
liniilor genotipice L2 si L4, care manifestd 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
pozitiva 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 mutatiilor
compensatorii pentru rifampicind in gena rpoC a micobacteriei.
In conditiile managementului programatic al bolnavilor de tuberculoza in Republica Moldova, rezistenta
tulpinilor de M. tuberculosis complex la medicamentele noi si repropuse precum bedaquilina si linezolidul este
achizitionata secundar tratamentului TB MDR prin aplicarea unor scheme de tratament deficitare.
Semnificatia teoretici: Rezultatele acestei lucrdri ofera argumentarea teoretica pentru succesul raspandirii liniilor
filogenetice de M. tuberculosis complex L2 si L4 in Republica Moldova, in special identificind unele determinante
genetice asociate cu selectia pozitiva a genotipurilor L2 precum si a altora care avantajeaza raspandirea genotipurilor
L4. La fel, teza aduce ilustrarea teoretica a achizitiondrii rezistentei la medicamentele antituberculoase noi, secundar
includerii acestora in scheme terapeutice deficitare utilizate la bolnavii de TB MDR.
Valoarea aplicativa: Datele privitor la particularitétile corelatiei rezistentei geno-fenotipice si diferentele
acestora dintre cele doud genotipuri identificate (L2 si L4) in prezentul studiu isi pot gasi aplicatia in
perfectionarea metodelor de testare a sensibilitatii la medicamente a tulpinilor M. tuberculosis complex,
imbundtatirii anchetarii epidemiologice a focarelor de tuberculoza si identificarea masurilor de reducere a
riscurilor de achizitionare a rezistentei la medicamentele antituberculoase.
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 doua acte de implementare in procesul stiintifico-practic si doua certificate de inovator.
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AHHOTADUA
Enena Kecos
"TeHOTHIIHYECKOE PAa3HOOOPAa3He U JIeKAPCTBEHHAS YCTOHYHBOCTH IITAMMOB

Mycobacterium tuberculosis.
Jluccepratii Ha COMCKaHUE YUEHO! CTETIeHH KaH/iiaTa MeMIMHCKIX Hayk, Kunines, 2024 rox.

CTpyKTYpa AMccepTaluu: BBEICHNE, YeThpe [VIABbL, 00LIMe BHIBOXBI U pekoMenzam, Onbmiorpaus u3 210
VICTOYHHKOB, JIBA TIPHJIONKEHN, 15 Tabmut 1 22 prcyHKoB. Pe3ybTatsl uccepTaiian OmyOIMKOBaHbI B 15 paboTax.

Krouessie cioBa: Th, M. tuberculosis, MJTY,, nabopatopHast IMarHoCTKa, POTHBOTYOEPKY.Ie3HOE JieueHHe,
TOJIHOTEHOMHOE CEKBEHHPOBAHHE, (PAKTOPBI PUCKA, TeHOTHITHYECKHE JTHHUH.

Odumactnb necaenoannst: 313.02 — MukpoOHOIOrHs, METHIIMHCKAs BUPYCOTIOTHSL.

Heas paorsr: V3yueHue reHOTHITMUECKOTO pasHOOOPa3ns M MOJEKYIBIPHO-TEHETHUECKHX XapaKTepHCTHK
rrammoB Mycobacterium tuberculosis B Pecrry6mixe Mouiiosa, BIHSHOLIIX Ha JICKapCTBEHHYHO YCTONYHBOCTb.

3agaun paborsr: 1. OleHKA TCHETHYECKOTO pasHOOOpasisl M BpeMeHHoi dBomolmy mrrammo Mycobacterium
tuberculosis ¢ MHOKeCTBEHHOIA JIKAPCTBEHHOI yCTOMUMBOCTHIO B Pecriymike Momiosa. 2. VieHTHMKAIIS TeHETHYECKIX
nerepmunanT Mycobacterium tuberculosis, Hrparonrx pors B pacipocTpaHEHHH LITAMMOB C MHOECTBEHHOM JIeKaPCTBEHHOI
yeToirBOCTBHO B Pecrybmixe Moriosa. 3. Y cTaHOBNEHN e TOTCHIMATHBIX ACCOLMALIHI MEXTY TCHETHUCCKIMH ACTEpPMHU-
HAHTAMH, BIUSFOLLIVX Ha JICKAPCTBEHHYO yeToiturBocTs Mycobacterium tuberculosis, 1 kimHIHeckiM TedeHneM TyOepKyJiesa.
4. VeHTH()MKAIIS TeHeTHYECKVX M3MEHEHIH 00yCIoBMMBAIONIX YeroimmBocts Mycobacterium tuberculosis k kouessm
TIpenapaTam, ACTIONb3YeMBIM B JISYEHIHN TYOEPKYIIe3a ¢ MHOKECTBEHHOH JIEKAPCTBEHHO! YCTONYHMBOCTBIO.

Hayunasi HOBU3HA M OPHTHHAJILHOCTD: Pe3y/bTaThl JaHHOTO HCCIIEIOBAHHS ONKCHIBAKT FEHOTHITHYECKOE
pastoodpasie M. tuberculosis complex B Pecry6imake MoiioBa Ha OCHOBE aHANW3A JAHHBIX TOJHOTEHOMHOTO
cexsenuposanus M. tuberculosis complex (Whole Genome Sequencing), mojy4eHHBIX Ha OCHOBE BHIOOPKH MHKO-
OaKTepHabHBIX IITAMOB, 33 3HAYUTENBHO Ooee JUTEIbHOTO MepHoza (6 JeT) o CPABHEHUIO C MPEIbLIYIIIMI
mccnesoBanusaMu. Kpome toro, Briepsble Oblia Onpe/ieNeHa MOTeHIHATbHAS POlb KOMIEHCATOPHBIX MyTAlMil U
roMoIIa3MaTHyeckux Myrauuit B 3Bomoruu 3uemurt MJIY Th B 3toM peruore. Tawoke HHHOBALMOHHBIH 3JIEMEHT
PpadOTBI COCTOMT B BBIBIICHHH ACCOLWMALIMI MEXTy OTPHLATEbHBIMH KJIMHIYECKAMH NIPOSIBICHIAME TyOepKyJie3a
¥l TIOSIBICHHEM YCTOHYMBOCTH K TPOTHBOTYOEPKYJIE3HBIM IperapataM y mamueHtoB ¢ Th, NedeHHbIX B paMKax
HarmonarmHoti [Tporpamms! o bops6e ¢ Tybepkyrnesom B Pecrryommxe Moxmosa.

Hosbie pesyssrarot st Hayku u npakraku: [omasmsomiee Gombimrcro MITY mramvos M. tuberculosis, impky-
Jmpytonix B PecrryOrmixe Moniosa, prHAIIIeHKAT K TeHOTHITAYECKIX JHISM L2 1 LA, B OTHOCHTENEHO CTa0ITEHOM COOTHO-
IIIeHHH (Ha TIPOTDKEHIH HAOMOJIaeMOr0 TIepHofa B TAHHOM HCCIIGI0BAHIH), KOTOPBIE XapaKTepH3yIOTCsl 3HAHTENbHEIMA
PasTHIBIME B PE3UCTEHTHOCTH K MPOTHBOTYOepKyie3HbM mperaparam. MJTY wrravmst M. tuberculosis, npuramexaniie
TeHOTHITHeCKoH N L2, mpkymipyromme B Pecrybmixe Moriosa, Xapaktepisyiorcst Goree TDKSIBIME PajTHOMOTH-
YeCKIMH TIOPKEHISIMI JIETKUX, YTO CBI3AHO ¢ HamdreM MyTarmn Rv2828c T141R B MIKoOaKTEpHATEHOM TEHOME, € HaOO-
JICHVEM TIOTOMKHTENBHOM CelleKIH st 310 Myrarmn. MUTY trmavmbt M. tuberculosis, mpruajviesaliive TeHOTHITHHeCKOi
mHn L4, mapkymapyronme B PecryOmike Monmiosa, Xapakrepisyorcst 0cO0GHHO BBICOKOH CTETIeHbIO Mepefiayn B Hace-
JICHHH, OZIHUM W3 TIOTSHLIMAbHBIX (DAKTOPOB, ACCOLMMPOBAHHBIX C AITHEMUOIOTHYECKHM YCTIEXOM STHX ILITAMMOB, SBIIAETCS
HAJIHYHE KOMIICHCATOPHBIX MYTaLii [ prhaMImiiiHa B rere tpoC MUKOOAKTEpHH.

B ycoBsIx mporpaMMHOTO JieueHtst 00JbHBIX TyOepKy-ie30M B PecriyOmike Moriioa pe3CcTeHTHOCTD traMmoB M.
tubercu{osis complex k HOBBIM H TIpEriapaTam, TakiuM Kak OCTIaKBIITHH H JIHHE30H, IPHOOPETACTCS BTOPHYHO BO BpeMs
nievernst MJTY Tb BenienicTBre mprMeHeHHs! HETIONHOLIGHHBIX CXEM JISYEHHSL.

Teopernueckoe 3nauenne: Pe3ybTarsl JaHHOM pabOTHI MPEIOCTABIIOT APTYMEHTEI, O0BSCHSIOIINE YCIeX
pacripoctpareHns (unoreHernyeckux i L2 u L4 M. tuberculosis complex B Pecmy6mixe Mooosa, B
YaCTHOCTH, OBUIH HICHTH(HIMPOBAHBI TeHETHYECKHE 0COOCHHOCTH, ACCOLWMPOBAHHEIC C TIOJIOKHTENHHON CeMeK-
1meit reHoTrnoB L2, a Takke Te, KOTOpbIe CIOCcOOCTBYIOT pacmpocTpanernio reHotrnoB L4. Takoke aucceprammis
JaeT TEOPETHIECKOe 00BACHEHNE PHOOPETEHHIO PE3UCTEHTHOCTH K HOBBIM IIPOTHBOTYOEPKYIIE3HBIM NIpETapaTaM,
BTOPHYHO HCTIONB30BAHIIO HETIOMHOLEHHBIX TEPATIEBTHYECKHX CXeM JiedeHus, y 0ompaex ¢ MITY Tb.

TpriciaHast eHHOCTb: JJAHHbIE KaCAFOIIHeCs KOpPETIIIH [eHO-(EHOTHITHYECKOH YCTOHIMBOCTH M HIX PA3MAHIBIX MEKTTY
JBYMs! BbIIBTICHHBIMY TeHoTuraMH (L2 i L4) nomyyeHHbIe B TAHHOM HOCTIGTOBAHHH MOTYT OBITh TIPHMEHEHBI TS yIIyHIICHS
METOZIOB TeCTHpOBAHNS YyBCTBATeIbHOCTH Iirrammos M. fuberculosis complex & mpotuBoTyOepkysiesHbiM rpenaparam. Taroke
TIPE/ICTABIICHHE IAHHbIE MOTYT ObITh MPHMEHEHbI U YITyHITIeHHS SITHIEMHOTIONMYECKOTO HCCTEIOBAHNS OYaroB TyOepKyIIesa 1
BBIB/ICHHE Mep T10 CHYDKEHHEO PHCKOB HIPHOOPETSHHA YCTORUMBOCTH K IPOTHBOTYOGPKY.IE3HBIM ITpel .

Buenpenne pesyabTatoB: Pesyibratsl muccepraiyu Obum BHeApeHs! B HarronambHoit Jlabopatopuu mo
Muxpobuonornn Tyoepkynesa npu Hucruryre Orusuomymsmoronornn uM. Kupnna Jlparanioka, B Kumnnese
Pecrry6mixa Monyioa. Takoke ObUM MOMyueHBI B2 CBHACTENBCTBA O BHEAPEHMH PE3YNHTATOB JMCCEPTALIN B
HAY4HO-TIPAKTHYECKHI1 POLIECC ¥ J1BA CEPTH(UKATA O HHHOBALIMH.
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SUMMARY

Chesov Elena
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Thesis structure: introduction, four chapters, general conclusions and recommendations, bibliography
210 sources, two annexes, 15 tables, and 22 figures. The results are published in 15 papers.

Keywords: TB, M. tuberculosis, MDR, laboratory diagnostics, anti-tuberculosis treatment, whole genome
sequencing, risk factors, genotypic lineages.

Field of study: 313.02 — Microbiology, medical virology.

Aim: To study the genotypic diversity and molecular-genetic characteristics of Mycobacterium
tuberculosis strains from the Republic of Moldova with impact on mycobacterial drug resistance.

Objectives: 1. To assess the genotypic diversity and temporal evolution of multidrug-resistant
Mycobacterium tuberculosis strains in the Republic of Moldova. 2. To identifying the genetic determinants of
Mycobacterium tuberculosis potentially involved in the spread of multidrug-resistant strains in the Republic of
Moldova. 3. To establish potential associations between genotypic determinants impacting the antimicrobial
resistance of Mycobacterium tuberculosis and the clinical evolution of tuberculosis. 4. To identify genotypic
correlates of mycobacterial resistance to key drugs used in the treatment of multidrug-resistant tuberculosis.

Scientific novelty and originality: The results of the present study describe the genotypic diversity of M.
tuberculosis complex in the Republic of Moldova based on the analysis of Whole Genome Sequencing data
obtained from a set of mycobacterial isolates selected over a significantly longer period (6 years) than in
previous studies. Additionally, for the first time on a set of M. tuberculosis complex isolates from Eastern
Europe, the putative role of compensatory and homoplastic mutations in the evolution of the MDR-TB endemic
in this region, was determined. Likewise, the work is ensured highlights the associations between clinical
management deficiencies and the emergence of resistance to anti-tuberculosis drugs in TB patients treated
under the National Tuberculosis Response Program in the Republic of Moldova.

New results for science and practice: The overwhelming majority of MDR M. tuberculosis complex
strains circulating in the Republic of Moldova belong in a relatively stable proportion (over the study period)
to genotypic lineages L2 and L4, with significant differences in resistance to anti-tuberculosis drugs. MDR
strains of M. tuberculosis complex belonging to genotypic lineage L2, circulating in the Republic of Moldova,
are characterized by more severe radiographic lesions in pulmonary tuberculosis, a fact associated with
Rv2828c T141R mutation in the mycobacterial genome, with positive selection observed for this mutation.
MDR strains of M. tuberculosis complex belonging to genotypic lineage L4, circulating in the Republic of
Moldova, are characterized by a particularly high rate of transmission in the population, one of the potential
factors associated with the epidemiological success of these strains being the presence of compensatory
mutations for rifampicin in the rpoC gene of the mycobacterium. Under the conditions of programmatic
management of tuberculosis patients in the Republic of Moldova, resistance of M. tuberculosis complex strains
to new and repurposed drugs such as bedaquiline and linezolid is acquired secondary to TB MDR treatment
through the application of deficient treatment regimens.

Theoretical significance: The results of this work provide putative theoretical explanation for the
successful spread of phylogenetic lines of M. tuberculosis complex L2 and L4 in the Republic of Moldova,
especially by identifying some genetic determinants associated with positive selection of L2 genotypes as well
as others that potentially favor the spread of L4 genotypes. Likewise, the thesis provides theoretical illustration
of the acquisition of resistance to new anti-tuberculosis drugs, secondary to their inclusion in deficient
therapeutic MDR-TB treatment regimens.

Applicative value: The data regarding the peculiarities of the correlation between geno-phenotypic
resistance and their differences between the two identified genotypes (L2 and L4) in this study can be applied
to improve methods for testing the susceptibility of M. tuberculosis complex strains to anti-tuberculosis drugs.
Improving the epidemiological investigation of tuberculosis outbreaks and identifying measures to reduce the
risks of acquiring resistance to anti-tuberculosis drugs.

Implementation of results: The results of the thesis have been implemented at the National
Reference Laboratory for Tuberculosis Microbiology at the Chiril Draganiuc Institute of Phthisiopneumology,

resulting in two implementation and innovation certificates.
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