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INTRODUCERE

Rezistenta la antibiotice a M. tuberculosis, problema globala de sanatate publica
cu implicare majora in:

Politica globala de sanatate publica

Tuberculoza (TB) este una dintre cele mai vechi boli cunoscute omenirii $i
continud sa fie principalul “ucigas” in randul bolilor infectioase, rdmane lider in randul
bolilor transmisibile cu mortalitate crescutd in lume [5]. Aproximativ o treime din
populatia lumii este infectatd cu tuberculoza, dar numai o mica parte dintre cei infectati
vor face boala [1].

Rezistenta la medicamente anti-TB a continuat sa fie recunoscuta ca o problema
clinica sporadica prin anii 1960, 1970 si 1980 dar nu a fost consideratd o problema de
catre cercetdatorii sau oficialii din domeniul sanatatii publice. Aparitia TB multidrog
rezistente (TB MDR) in Statele Unite, la nceputul anilor 1990 a reinnoit interesul pentru
acest subiect [12].

Interventiile agresive de sdndtate publicd, la un cost de zeci de milioane de
dolari, au ajutat la stingerea rapida a acestor focare, dar nu inainte de pierderea multor
vieti [19]. In anii urmitori, tuberculoza rezistentd la medicamente, in special TB MDR, a
fost recunoscutd ca o provocare majord pentru sandtatea publica la nivel mondial. Focare
importante de TB MDR au fost raportate in diverse regiuni din lume si de asemenea au
fost raportate zone cu incidenta crescuta de tuberculoza si niveluri scazute de TB MDR,
cum ar fi Peru [1].

Ca o consecinta, tuberculoza rezistenta la medicamente constituie in prezent un
pericol permanent pentru populatie, o problema prioritard si o provocare pentru siste-
mele de sandtate publica a unui numar insemnat de tari [20].

Un pas important in aceastd luptd il reprezintd adoptarea strategiei DOTS
(Tratamentul direct observat pe termen scurt - Directly Observed Treatment Short-
Course) care a fost declarata ca una dintre cele mai importante masuri luate impotriva

tuberculozei de citre OMS in cadrul conferintei de presa de la Berlin din 1997 [22].

in 2013 au fost estimate peste 9 milioane cazuri de TB, iar 1,5 milioane de
oameni au murit din cauza acestei boli, dintre care 360.000 au fost HIV pozitivi. Se
inregistreaza un declin lent al TB in fiecare an, iar intre anul 2000 si 2013 se estimeaza

ca au fost salvate peste 37 de milioane de vieti prin diagnostic si tratament eficient [23].



MASURI CU REZULTATE FAVORABILE IN COMBATEREA

TUBERCULOZEI

1) Depistarea tuberculozei si tratamentul ei

Rata de succes terapeutic in randul cazurilor noi de TB continuad sa fie ridicata,

dar sunt necesare eforturi majore pentru a se asigura ca toate cazurile sunt detectate,
notificate si tratate.

2) Detectarea TB MDR si rezultatele tratamentului

Detectarea TB MDR si rezultatele tratamentului s-au Tmbunatatit prin utilizarea

metodelor noi, rapide de diagnostic, ceea ce da asigurarea ca semnificativ mai multi pa-
cienti cu TB sunt corect diagnosticati, dar raiméan lacune majore de tratament si de finan-
tare insuficienta.

Cinci actiuni prioritare — de la prevenire la vindecare — sunt necesare pentru a

aborda epidemia TB MDR. Acestea sunt:
— tratamente de inaltd calitate pentru TB sensibila la medicamente pentru a
preveni TB MDR;
— extinderea testarii rapide si de detectare a cazurilor de TB MDR;
— acces imediat la Tngrijire de calitate;
— controlul infectiilor;
— cresterea angajamentului politic, inclusiv finantare adecvatd pentru interventii
curente, precum si de cercetare pentru a dezvolta noi metode de diagnostic,
medicamente $i regimuri terapeutice [25].
3) Diagnosticul de laborator in TB si consolidarea laboratoarelor
Rolul de succes in lansarea de noi metode de diagnostic a fost asigurat prin diag-
nosticarea rapida si tratarea corectd a mai multor cazuri de TB. Confirmarea diagnosti-
cului de laborator a TB si a rezistentei la medicamente este esentiala pentru a ne asigura
ca persoanele cu semne si simptome de TB sunt diagnosticate si tratate corect [25].

4) Abordarea problemelor co-epidemiilor TB HIV

S-a continuat inregistrarea de progrese in punerea in aplicare a activitatilor cola-
borative TB/HIV, dar sunt necesare eforturi intense, in special pentru a se asigura ac-
cesul universal la terapia antiretrovirald (ARV). Prima interventie cheie pentru reducerea
poverii coinfectiei TB HIV este testarea HIV pentru pacientii cu TB [25].

5) Instituirea unei strategii globale de combatere

Sfarsitul anului 2015 marcheaza o tranzitie de la ODM la un cadru de dezvoltare

post-2015. In acest context mai larg, OMS a dezvoltat o Strategie globald post-2015



Strategia TB la nivel mondial (Strategia pentru eradicarea TB), care a fost aprobata de

catre toate statele membre in mai 2014 la consiliul Mondial al Sanatatii [25].

SITUATIA TUBERCULOZEI iN ROMANIA

Desi in Romania incidenta globala (IG) a TB (cazuri noi si recidive) este de
departe cea mai mare din UE si una dintre cele mai mari din Regiunea Europa a OMS,
aceasta a scazut 1n ultimii 12 ani cu 48,7% de la un maximum de 142,2%q0o In anul
2002, la 72,9%000 In anul 2013 (Baza Nationala de date TB, actualizata pentru Rapor-
tarea TESSy 2014) [23].

In ceea ce priveste numirul de cazuri noi si recidive inregistrate anual si acesta a
scazut de la 30.985 1n anul 2002, la 15.523 in anul 2013 (Baza Nationala de date TB
actualizatd pentru TESSy 2014). Mortalitatea a scazut de la 10,8%oq00 in anul 2002 la
5,3%000 In anul 2013 [23].

Ancheta nationald de chimiorezistenta desfasurata in Romania in perioada iulie 2003-
iunie 2004 a aratat cd TB MDR era de 2,9% la cazurile noi si 10,7% la retratamente [27].

In aceste conditii, numarul de cazuri TB MDR estimatea fi notificate anual este de
1.200, reprezentand o importanti problemi de sandtate publica. In realitate, aproximativ
600—700 de cazuri sunt notificate anual (de aproape 2 ori mai putine decat cele estimate),
deoarece peste o treime dintre cazurile TB confirmate nu sunt testate pentru sensibilitate

[27].

CAPITOLUL 1
TUBERCULOZA - O PATOLOGIE APARTE

Scurt istoric
Tuberculoza este una dintre cele mai vechi boli cunoscute, ea Insotind umani-

tatea din cele mai vechi timpuri. Tuberculoza a aparut la oameni inca din antichitate [30].

DEFINITIE

Tuberculoza este cauzatd de bacterii apartindnd complexului M. tuberculosis.
Boala afecteaza de obicei plamanii, insa panad la o treime din cazuri sunt implicate si alte
organe. Dacd este tratatd adecvat, tuberculoza cauzatd de tulpini chimiosensibile este
curabild in toate cazurile. Dacd nu este tratata, boala poate fi fatald in decurs de 5 ani la

mai mult de jumétate dintre cazuri. Transmiterea are loc de obicei pe cale aerogena, prin



raspandirea particulelor infectante eliminate de catre pacientii cu tuberculoza pulmonara

contagioasa [28].

ISTORIA NATURALA A BOLII
Istoria naturala a bolii cuprinde:
- Transmiterea tuberculozei
- Transformarea infectiei in boala

- Perpetuarea bolii (caracterul endemic)

ETIOLOGIE
Micobacteriile apartin familiei Mycobacteriaceae si ordinului Actinomycetales.
Dintre speciile patogene apartinand complexului M. tuberculosis, agentul cel mai

frecvent si important al bolii la om este chiar M. tuberculosis.

CARACTERISTICI SI PARTICULARITAII STRUCTURALE
ALE M. tuberculosis

M. tuberculosis este o bacterie nesporulata, slab aeroba, cu forma de bacil subtire
cu dimensiuni cuprinse intre 0,5 si 3 mm. Micobacteriile, inclusiv M. tuberculosis, nu se
coloreaza cu usurinta si sunt frecvent neutre la coloratia Gram. Totusi, odata realizata
coloratia, bacilii nu pot fi decolorati cu acid-alcool, aceastd caracteristica justificand
clasificarea lor ca bacili acid-alcoolo-rezistenti (BAAR). Rezistenta coloratiei la acti-
unea acizilor se datoreaza, in principal, continutului mare al peretelui microorganismelor
in acizi micolici, acizi grasi cu lant lung si legéturi incrucisate intre lanturi si alte lipide

ale peretelui celular [38].

STRUCTURA ANTIGENICA

Antigenele micobacteriene sunt utilizate frecvent pentru clasificarea, identifi-
carea $i tiparea micobacteriand, iar in ceea ce priveste M. tuberculosis multe dintre
cercetdri sunt orientate spre identificarea structurilor antigenice generatoare de memorie
imunologicd antituberculoasa in vederea obtinerii de noi vaccinuri cu eficientd superiora

vaccinului BCG utilizat in prezent.

Tuberculinele
Primele extracte micobacteriene folosite experimental au fost tuberculinele

obtinute de R. Koch.



Gene implicate in supravietuirea intracelulara
Genele care confera virulenta patogenilor se exprima doar atunci cand este necesar.

Micobacteriile supravietuiesc in mediul Inconjurator perioade indelungate de timp [49].

Structura celulara si metabolismul

M. tuberculosis are un perete celular dur, care impiedica trecerea de nutrienti in
exterior si impiedicd eliminarea lor din celuld, aceasta dandu-i caracteristica ratei de
crestere lentd. Peretele celular al agentului patogen are structurd celulard Gram-pozitiv.
Invelisul celular contine un strat de polipeptide, un strat de peptidoglicani si lipide li-

bere. In plus, exista si o structurd complexa de acizi grasi, cum ar fi acizii micolici [51].

Structura genomului

M. tuberculosis are lungimea cromozomilor circulari de aproximativ 4.200.000
nucleotide. Continutul G + C este de aproximativ 65% [54]. Genomul M. tuberculosis a
fost studiat folosind tulpina de M. tuberculosis H37Rv. Genomul contine aproximativ
4.000 de gene. Genele care au importanta in codificarea metabolismului lipidec sunt o
parte foarte importantd a genomului bacterian, iar 8% din genom este implicat 1n aceasta

activitate [55].



CAPITOLUL 11
DIAGNOSTICUL BACTERIOLOGIC

Diagnosticul bacteriologic este singurul criteriu care stabileste diagnosticul de
certitudine al TB. In momentul de fatd, algoritmul utilizat pentru stabilirea diagnosti-

cului de TB si TB DR prezinta urmatoarele etape:

Pacient cu risc crescut de
TB-DR
(sputa)

y

Se asigura masurile de control al
infectiei

!

e Testare HIV

o «  Examen microscopic pentru BAAR
<+ BAAR —>

POZITIV TR

Cultura: mediul solid sau/si lichid
(identificare obligatorie la cultura

pozitiva) M.
LPA-RH )
MNR-RH V. d T~ Tuberculosis
tuberculosis negativ
ABG conventionala RH
(MNR/MGIT)
LPA-RH
Sensibil
Monorezistenta /
Sensibil R/H
sau MDR
Nota:
LPA - Line Probe Assay, metodd de hibridizare liniard;
RH - Rifampicind-Izoniazidd;
MNR - metoda nitrat reductazei, o metodd fenotipicd rapidd
pentru ABG RH;
LPA- linia 2 MGIT - sistem automat pentru cultivarea si antibiograma
ABG- linia (1+2)- rapidd a micobacteriilor in mediul lichid pentru
MP medicamente de linia I si linia a II-a.

ABG-linia 2 MGIT

Fig. 12 Algoritm pentru detectarea cazurilor TB DR [3]



EXAMENUL MICROSCOPIC

Examenul microscopic este cea mai utilizata, simpla si rapidd metoda de diag-
nostic. Se poate utiliza microscopia optica sau microscopia cu fluorescenta.

Microscopia nu permite identificarea speciilor de micobacterii si nici nu ofera
informatii cu privire la viabilitatea. Pacientii cu coinfectie TB HIV care au forme dise-
minate de boald cu sputele paucibacilare pot fi dificil de confirmat prin examen mi-

croscopic [65, 66].

DIAGNOSTICUL PRIN CULTURA

Cultura ofera diagnosticul de certitudine al tuberculozei. Avantajul principal al
metodei este sensibilitatea mare si permite detectarea unui numar foarte redus de bacili
(aproximativ 10 bacili/ml de sputd, comparativ cu cel putin 5000 bacili/ml de sputa
pentru microscopie). Utilizarea culturii creste potentialul de diagnosticare a TB in sta-
diile incipiente ale bolii. Cultura poate fi utilizata si pentru tuberculoza extrapulmonara.

Utilizarea culturii creste sensibilitatea diagnosticului in TB cu 30-50%. Mai
mult decét atat izolarea tulpinii incriminate este utild pentru identificarea speciei [70] si

Cultivarea M. tuberculosis se poate face atdt pe medii solide, cat si pe medii
lichide. Avantajul mediilor solide este dat de faptul cd atit contaminarea, cat si culturile
mixte pot fi observate, in schimb mediul lichid oferd avantajul unei cresteri mai rapide
[68, 69].
Medii clasice

Medii neselective. Cele mai frecvent utilizate medii neselective sunt:

- pe baza de ou: mediul Lowenstein-Jensen (LJ) si mediul Ogawa;

- pe baza de agar: mediul Middlebrook 7H10 si mediu Middlebrook 7H11;

- mediul lichid: mediul Middlebrook 7H9 bulion.
Medii selective

Existd mai multe medii de culturd selective care contin mixuri de antibiotice si de

antifungice In combinatii diferite, cu rol de agenti selectivi.

Sisteme automate de cultivare
Mai multe sisteme comerciale de cultivare automatizate au fost dezvoltate pentru

detectarea rapida a micobacteriilor in mediu lichid:
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- sistemul BACTEC TB 460 — MGIT 960 BD (Becton, Dickinson and Company
Diagnostic Systems);

- sistemul VersaTREK - (Trek Diagnostic Systems Part of Thermo Fisher
Scientific)

- sistemul MB/BacT (bioMérieux).

Metoda imunocromatografica de detectie calitativa a complexului
M. tuberculosis din cultura cu Ag MPT 64

Indiferent de metoda de cultivare folositd pentru a confirma rezultatul pozitiv
trebuie efectuatd identificarea tulpinii izolate.

Identificarea rapida a tulpinii de M. tuberculosis are la baza utilizarea unui test
(ICA) imunocromatografic care detecteazd antigenul (Ag) MPT64, o fractie proteica

micobacteriana inalt specificd, care este secretatd in timpul cultivarii.

TESTAREA MOLECULARA

Introducere

Denumirea de teste de biologie moleculara este utilizatd pentru a defini in mod
conventional testele care detecteaza acizii nucleici (ADN/ARN) specifici genomului
agentului patogen.

Existd mai multe tipuri de teste disponibile comercial, dintre care cele mai uti-
lizate sunt: Line Probe Assays (LPA); INNO-LiPA Rif.TB (Innogenetics, Zwijndrecht,
Belgia), Genotype MTBDR/MTBDRplus si Genotype MTBDRs/ (Hain Lifescience,
GmbH, Germania) [122]. Acestea se bazeaza pe amplificarea tintitd printr-o reactie de
polimerizare in lant [PCR] a unor fragmente din genomul de M. tuberculosis, urmata de
hibridizarea produsilor de amplificare (ampliconi) cu sonde oligonucleotidice imobili-
zate pe 0 membrand de nitroceluloza [123]. Testele pot detecta atat rezistenta la rifam-
picind; rifampicind si izoniazida; sau etambutol, fluorochinolone si antibiotice injecta-
bile. Testele sunt concepute pentru a fi utilizate atat pentru produse patologice, cat si
pentru tulpini izolate din acestea [125].

Sistemul Cepheid Gene Xpert MTB/RIF (Cepheid Xpert Inc., Sunnyvale, CA,
USA) este complet automatizat, care are la baza o reactie de polimerizarea in lant in
timp real (RT)-PCR pentru a detecta ADN-ul de M. tuberculosis si mutatiile asociate cu

rezistenta la rifampicind din probele clinice [126].
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Teste de hibridizare liniara (Line Probe Assay)

Metoda utilizeaza tehnologia revers hibridizarii cu diferite sonde ADN specifice
imobilizate pe stripuri:

- Extractia ADN din specimen (pulmonar) decontaminat sau culturd bacteriana
(din mediul solid sau lichid);

- Amplificarea multiplex cu primeri biotinilati;

- Revers-hibridizarea cu sonde specifice oligonucleotidice. Stripurile sunt mar-

cate cu sonde specifice complementare secventei tintd ADN.

TESTAREA SENSIBILITATII LA TUBERCULOSTATICE DE LINIA I-A
SI A II-A A TULPINILOR M. tuberculosis
tuberculoza includ:

(a) asigurarea unui tratament tintit si eficient pentru tuberculoza,

(b) monitorizarea rezistentei la medicamente la nivelul unui spital, oras, regiune
sau tara;

(c) identificarea necesitatii izolarii si institutionalizarii pacientilor;

(d) determinarea domeniului de aplicare al investigatiilor in focarele institu-
tionale si comunitare necesare [142]. Datoritd aparitiei tuberculozei drog rezistente peste
tot in lume, testarea la medicamente antituberculoase de linia I este necesara pentru a
defini un caz de tuberculoza (pacient cu o culturd pozitiva din complexul M. tubercu-
losis sau pacient cu frotiu pozitiv BAAR la examenul de sputa in cazul in care cultura nu
este disponibild). Procentul de cazuri cu rezistentd la medicamente anti-TB este mai
mare in cazul de retratament (rezistenta dobanditd sau rezistentd secundard) decat in
cazuri noi de boald (rezistentd primard), diferenta variind in functie de tard sau de
situatia epidemiologica [124, 143].

Dintre metodele conventionale fenotipice, sunt standardizate si recomandate
pentru aplicare de rutina, metoda: metoda proportiilor, metoda raportului de rezistenta, si
metoda concentratiilor absolute, pentru acestea utilizaindu-se mediu solid, dar si anti-
biograma in mediu lichid in sisteme automate, metoda care Tn momentul acesta repre-
zinta “standardul de aur” [152, 153, 154].

Pentru a efectua antibiograma indirectd, inoculul bacterian se prepara din cultura

de M. tuberculosis dupa verificarea puritatii ei. Are avantajul dimensionarii corecte a
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inoculului bacterian, iar rata de contaminare este nuld, daca se respecta tehnica de lucru
corectd [124, 142].

Metodele cele mai des utilizate sunt metoda modificatd a proportilor pe mediu
solid Lowenstein-Jensen (LJ) [149, 150] si metoda modificatd a proportilor in mediu

lichid Middlebrook [146].

Metode utilizate pentru testarea sensibilititii la antituberculoase

Metoda proportiilor (Canetti, Franta) a fost una dintre primele metode
descrisa pentru prima data folosind mediul solid pe baza de ou Lowenstein-Jensen (LJ)
si este considerata ,,standardul de referinta” pentru evaluarea altor metode.

Metoda concentratiilor absolute (Meissner, Germania). Este cea mai utilizata
tehnica in tara noastrd. Ia in considerare cea mai micad concentratie de substantd antituber-
culoasa care inhiba cresterea sau permite o crestere a mai putin de 20 de colonii (apro-
ximativ 1%) din inoculul standardizat. Metoda utilizeazd mediul solid Lowenstein-Jensen
in care este inclus drogul antituberculos. Dupa perioada de incubare rezistenta este indi-

catd daca mai mult de 20 de colonii cresc pe tubul test [61, 115, 144, 147].

CAPITOLUL III
CERCETARI PROPRII

Valoarea diagnostica a determinarii mutatiilor de rezistenta

Scurta introducere

Cresterea endemiei TB, si in special a celei M/XDR la nivel mondial, este o
problema de sanatate publica ceea ce impune depistarea precoce a rezistentelor pentru
abordarea rapida din punct de vedere clinic a pacientului cu tratament tintit pentru a
limita raspandirea si a creste rata de succes terapeutic.

Metodele genetice (de biologie moleculard), care permit investigarea direct in
produsul biologic pentru aflarea prezentei M. tuberculosis si a modificarilor asociate
rezistentei la substante antituberculoase au devenit imperios necesare pentru decizia

terapeutica si aplicarea masurilor antiepidemice imediate.
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Diagnosticul rapid si evolutia profilului de rezistentd la antibioticele antitubercu-
loase sunt cerinte actuale esentiale care conditioneaza eficienta tratamentului specific si

implicit consecintele benefice ale aplicérii lor precoce.

Obiectivul studiului

In acest studiu mi-am propus determinarea caracteristicilor genetice de rezistenta
ale tulpinilor de M. tuberculosis si corespondenta cu expresia fenotipica.

Istoricul de boala al majoritatii pacientilor aratd ca tulpinile izolate la prima
imbolndvire au fost sensibile, ulterior, dupa episoade repetate de abandon, esec tera-
peutic, recidiva, tulpinile au cédpatat rezistente multiple care s-au adaugat in timp si au
determinat modificarea profilului de rezistenta.

In acest sens am incercat si gisesc o legitura cauzala intre anul de declarare a
pacientului, respectiv anul imbolnavirii lui si evolutia rezistentelor in profilul tulpinii

1zolate de la el.

MATERIALE SI METODE
Metodologia studiului

Studiul de fatd a fost efectuat in Institutul National de Pneumoftiziologie
“Profesor Dr. Marius Nasta” (IPMN), materialul biologic (produse patologice, tulpini de
M. tuberculosis) fiind reprezentat de produsele prelucrate in cadrul laboratorului de
Bacteriologie al Institutului, acesta fiind unul dintre cele doua Laboratoare Nationale de
Referinta.

Pentru abordarea acestui obiectiv am efectuat determinarea rezistentei direct din
produs prin LPA folosind kitul MTBDRplus si apoi, dupa izolarea tulpinii, am efectuat
ABG serie scurtd prin metoda concentratiilor absolute. Dupd confirmarea rezistentelor
fatd de Rifampicina si I[zoniazida s-a efectuat ABG serie lungd prin metoda proportiilor.
Din tulpina izolatd s-a facut si extractie de ADN pentru testare moleculard pe trusa
MTBDRs/ vers 1.0 pentru a depista mutatiile la quinolone, aminoglicozide si peptide

ciclice, precum si la etambutol.

In figura 30 am prezentat schematic algoritmul de diagnostic utilizat in acest

studiu 1n care este evidentiatad etapa de diagnostic la care face referire cercetarea.
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ALGORITMUL DE DIAGNOSTIC UTILIZAT
N CERCETARE (STUDIU)

Diagnostic TB (+HIV test)
!
LPA - HR «— BAAR+ < Sputa (Microscopie) — BAAR -
(test direct)
1
LPA — HR «— CULTURA MTB+ « CULTURA — CULTURA MTB-
(test indirect) SOLID
(identificare)
(AgMPT64)
!
ABG (fenotipic LJ)
!
HR rezistent
ABG fenotipic (Linia I si II)
LPA sl (indirect)

Fig. 30 Algoritm de investigare practicat in studiu

Studiul propriu-zis l-am efectuat pe un esantion de 153 de tulpini de M. Tuber-
culosis selectate 1n laborator. O parte dintre tulpini au fost izolate n laboratorul nostru,
altele au fost trimise de catre alte laboratoare pentru a fi testate fatd de substante antitu-
berculoase de linia a II-a in cadrul LNR. Datele privind istoricul bolii pacientilor de la
care au provenit tulpinile studiate au fost obtinute din Baza Nationala de Date, identifi-
candu-se momentul declardrii cazului, eventualele recidive si tratamente efectuate cu
antituberculoase.

La toate produsele prelucrate s-au efectuat culturi pe mediu Lowenstein-Jensen,
prin insamantarea fiecarui produs pe 3 tuburi de mediu dupd cum este precizat in

protocolul national de diagnostic la nivelul retelei de laboratoare din tara [61].
TESTAREA SENSIBILITATII LA SUBSTANTELE ANTITUBERCULOASE
Studiul a fost retrospectiv si am selectat un numar de 153 de tulpini, izolate de la

pacienti MDR.
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Am respectat algoritmul de diagnostic si la o parte dintre pacientii cu microscopie
pozitiva BAAR am efectuat diagnostic molecular direct prin LPA, apoi am continuat
etapele de diagnostic: cultivare cu izolarea si identificarea tulpinii, urmatd de testare
fenotipica SS pentru confirmarea rezistentei, iar pentru tulpinile MDR s-a continuat
testarea cu antibiograma extinsa, precum si testare moleculara pentru SL pentru a
evidentia mutatiile existente.

La pacientii care nu au avut testare moleculard pentru SS direct din produs
pozitiv BAAR in microscopie, am efectuat extractie de ADN si testare indirectd din
culturd, aceasta Incadrandu-se 1n algoritmul de diagnostic.

In studiu am urmirit concordanta rezultatelor dintre metodele diagnostice
utilizate, precum si gasirea unei legaturi cauzale intre anul de declarare a pacientului
(CN MDR), respectiv anul imbolnavirii lui, si evolutia profilului de rezistenta a tulpinii
izolate.

Diagnosticul bacteriologic al tuberculozei este cel care confirma tuberculoza.

TESTAREA CHIMIOSENSIBILITATII TULPINILOR DE M. tuberculosis
LA SUBSTANTE ANTITUBERCULOASE
Principiu

Ca principiu, antibiograma utilizeaza compararea cresterii de pe tuburile test in
care se gaseste substanta de cercetat cu tuburile martor dupd ce acestea au fost
insdmantate cu un esantion reprezentativ din populatia bacilara.

Am folosit testarea indirectd pentru tulpina obtinuta din produsul patologic si
pentru cd are avantajul utilizarii unui inocul bacterian precis dimensionat, standardizat,
iar rata de contaminare este scazutd. Singurul dezavantaj al acestei metode este

prelungirea timpului de obtinere a rezultatului (timpul necesar obtinerii culturii).

Antibiograma - Metoda concentratiilor absolute
Principiu

Compararea cresterii inoculului standardizat din tulpina de testat de pe tuburile
martor fatd de cele test care contin in mediu substante antituberculoase in concentratie
bine stabilitd care sd fie aproximativ egald cu concentratia substantei respective in
sangele pacientilor. Este metoda de electie care se utilizeazd in toate laboratoarele din

tara noastra pentru antibiograma fenotipica de linia I. Este o metodd relativ simpla,
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standardizatd cu reproductibilitate, sensibilitate si specificitate foarte bund, comparabila

.....

Antibiograma - Metoda proportiilor
Principiu

Metoda proportiilor calculeaza proportia de bacili rezistenti prezenti intr-o tulpind,
din totalul populatiei insamantate la o concentratie de substantd antituberculoasa
cunoscutd. Sub o anumitd proportie, tulpina este clasificatd ca fiind sensibild; peste
aceastad proportie este clasificatd a fi rezistentd. Aceastd metoda este bine standardizata
pentru prima linie de medicamente antituberculoase si unele medicamente din linia a II-a

[115].

CONFIRMAREA DIAGNOSTICULUI DE TUBERCULOZA

SI DEPISTAREA MUTATIILOR DE REZISTENTA PRIN METODE
MOLECULARE

METODA LPA

Cea de-a doua metodd de diagnostic utilizatd in studiu este diagnosticul
molecular, metoda LPA (Hain Lifescience).

Prima etapd a diagnosticului molecular a fost diagnosticul de TB si/sau depis-
tarea rezistentei la RIF si HIN, utilizand truse GenoType MTBDRplus (Hain
Lifescience) [134].

Principiul metodei

Metoda LPA se bazeaza pe tehnologia ADN-strip si permite identificarea
moleculard a complexului Mycobacterium tuberculosis care include: (M. tuberculosis,
M. canettii, M. africanum, M. microti, M. bovis si M. bovis BCG ) si este asociat cu
sensibilitate la rifampicind (RIF) si izoniazidd (HIN). Prin aceastd metoda se pot testa
pacientii cu sputd pozitiva, culturi izolate din diferite produse si din specimene
decontaminate. Pe durata studiului am folosit kiturile MTBDRplus, versiunea 1.0 si 2.0

st MTBDRs/, versiunea 1.

GenoType MTBDRplus si MTBDRs!

Procedura de lucru s-a bazat pe trei mari etape:
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1. Extractia ADN-ului direct din specimenul pulmonar dupa decontaminare (din
sedimentul centrifugat) sau din cultura bacteriand (solida sau lichidd).
Reactivii necesari sunt inclusi 1n trusa pentru extractie GenoLyse;

2. Amplificare multiplex cu primeri biotinilati;

3. Revers-hibridizarea cu sonde specifice oligonucleotidice.

Evaluarea si interpretarea rezultatelor

Cu ajutorul sablonului de interpretare, specific fiecarei truse, am urmarit prezenta
sau absenta benzilor salbatice si am notat pe grila cu + sau - . Ulterior, am interpretat
testul ca fiind o tulpina sensibild sau o tulpind cu monorezistenta la HIN sau RIF, sau o
tulpina MDR, la care se asociazd sau nu si alte rezistente (AG/PC, FLQ, EMB),
depistate cu trusa Genotype MTBDRs!.

Ambele metode de diagnostic molecular pe care le-am utilizat in studiu au
acelasi principiu pentru interpretarea si evaluarea rezultatelor, specifice substantelor
antituberculoase testate de trusa utilizata.

Pentru a putea fi validat un test trebuie sd prezinte obligatoriu locusul de
conjugat control (CC), urmat de prezenta locusului de amplificare (AC). in cazul tulpi-
nilor pozitive, acesta este un semnal foarte slab vizibil datoritd competitiei existente Intre
ampliconi.

De asemenea pentru a fi validat testul prezenta locusurilor corespunzétoare ge-
nelor 7poB, katG si inhA este obligatorie pentru trusa Genotype MTBDRplus, respectiv
prezenta locusurilor genelor gyrA, rrs, embB pentru trusa Genotype MTBDRGs!/.

Daca pe un strip apar doar benzile CC si AC asta Inseamna ca rezultatul este ne-
gativ, de altfel asa apare controlul negativ pe care il punem pentru a putea valida
testarea.

Urmatoarea bandd care apare pe strip este cea corespunzatoare complexului
M. tuberculosis, banda denumitda TUB a carei prezentd este obligatorie pentru a valida
un rezultat pozitiv. Aceastd banda se pozitiveaza cu toti ampliconii generati de toate
tulpinile componente ale complexului M. tuberculosis.

Pentru fiecare gend corespunzatoare unui anumit antibiotic existd una sau mai
multe benzi sdlbatice plus/minus benzile de mutatie cele mai frecvente, care dau
rezistenta la antibioticul respectiv.

Daca pentru o anumitd gena toate sondele sdlbatice sunt prezente si lipsesc cele

de mutatie inseamna ca tulpina respectiva este sensibila la antibioticul cercetat.
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Fiecare modificare de la profilul tulpinii salbatice indica o rezistentd a tulpinii
testate.

Benzile corespunzatoare genei rpoB dau informatii privitoare la comportamentul
tulpinii la rifampicind, similar se obtin informatii la izoniazida, astfel mutatiile din gena
katG fiind legata de rezistenta inalta la izoniazida pe cand cele din gena inhA dau infor-
matii referitoare la rezistenta joasa la izoniazida.

Pentru Genotype MTBDRs/ gena gyrA da informatii privind rezistenta la qui-
nolone (moxifloxacind, ofloxacind), gena rrs aminoglicozide/peptide ciclice (kanami-
cind, amikacind/capreomicind, viomicind) si gena embB la etambutol.

Fiecare etapa de testare poate fi validatd doar daca martorii, cel negativ si cel po-
zitiv, sunt corespunzatori, adica la martorul negativ sunt prezente doar benzile specifice
CC si AC. Martorul pozitiv trebuie s arate ca o tulpind sdlbatica cu sensibilitate.

Testarea moleculard este o testare de confirmare a diagnosticului si nu de
excludere si trebuie urmata intotdeauna de testarea fenotipica, dar nu trebuie ignorata
importanta informatiilor furnizate, mai ales in cazul rezistentei.

Conduita clinica poate fi adoptatd imediat in functie de rezulatele obtinute
urmand a se definitiva In momentul confirmarii sau, eventual, infirmarii rezultatelor prin

testare fenotipica.

ANALIZA STATISTICA A DATELOR

Variabilele studiate in cercetare sunt categoriale si dihotomice (deoarece pot lua
doar doua forme sunt bimodale) deoarece rezultatele testdrilor nu sunt reprezentate
cantitativ, iar rezultatul este eliberat doar sub forma sensibil sau rezistent, iar in cazul
detectiei moleculare se raporteaza ca mutatie detectata sau nedetectata.

Pentru analiza statisticdi am folosit compararea rezultatelor prin calcularea
procentului de concordantd intre rezultate, precum si a coeficientului de concordantd
Cohen intre cele doud metode diagnostice utilizate pentru lotul studiat (testarea
fenotipicéd/testarea moleculard). Am considerat ca referintd antibiograma pe mediu solid
Lowenstein-Jensen, metoda proportiilor versus determinarea moleculard a mutatiilor
care determind rezistenta.

Sensibilitatea metodei, reprezentatd de posibilitatea acesteia de a detecta
rezistenta reald, este capacitatea de a detecta tulpinile real rezistente din totalul tulpinilor

presupuse a fi rezistente.
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Nu am calculat specificitatea reprezentata prin capacitatea metodei de a depista
sensibilitatea reald a unei metode comparativ cu metoda aleasa de referintd deoarece

tulpinile testate sunt cunoscute cu rezistenta MDR.

Rezultate

Am selectat un numar de 153 de tulpini de la pacienti cu tuberculoza MDR
pentru care medicii curanti au solicitat efectuare de antibiograma, iar rezultatele au fost
comunicate pentru a putea fi folosite in beneficiul pacientilor.

Datele obtinute au fost introduse intr-un fisier Excel cu ajutorul caruia s-a
efectuat analiza rezultatelor obtinute.

Trebuie mentionat ca, in studiu, termenul de tulpind MDR sau de evolutie a
pacientilor MDR este considerat a fi corespondent si pentru tulpinile cu polichimio-

rezistenta sau rezistenta XDR.

ASIGURAREA CALITATII REZULTATELOR

Laboratorul de bacteriologie in care s-au efectuat testarile (IPMN) are acreditare
RENAR pentru activitatea de BK si acreditarea Laboratorului Supranational de
Referinta pentru Tuberculozd de la Stockholm, atdt pentru testarea fenotipicd —
antibiograma serie extinsd prin metoda proportiilor, cat si pentru testare moleculara prin
metoda LPA Hain.

Rolul CEC este extrem de important in raportarea rezultatelor deoarece atestd ca
rezultatele sunt de Incredere si, de asemnenea, certifica testarea facutd in laboratorul

respectiv in care exista evidente pentru mentinerea calitatii rezultatelor [166].

CAPITOLUL IV
REZULTATE SI DISCUTII

Din analiza datelor si rezultatelor obtinute prin cercetdrile proprii reiese impor-
tanta unor factori implicati atat In aparitia unor cazuri noi, dar mai ales in evolutia feno-
menului de rezistenta la tulpinile sensibile ori indusa pe parcursul tratamentului si evo-

lutia bolii.
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Desi nu reflecta real incidenta tuberculozei datele demografice nregistrate pentru
tulpinile luate 1n studiu pot fi corelate cu anume particularitati ale prezentei si evolutiei
MDR la tulpinile de M. tuberculosis.

Intre acesti factori am considerat ca fiind importanti:

A. ANALIZA UNOR DATE DEMOGRAFICE
1. Varsta si sexul

Pacientii a caror tulpini au fost luate in studiu au media de varsta de aproximativ
44 de ani, fiind perioada activa cea mai intensa si, in consecintd, cea mai expusa riscului
contaminant in colectivitdtile ocazionale si profesionale. Si in literatura se confirma ca
varsta care se incadreazd in perioada activd profesional este cea mai expusd [167].
Totodata purtdtorii excretori neindentificati reprezintd sursa epidemiologicd cea mai

activa, inclusiv pentru tulpinile TB MDR.

Distributia pe sexe in functie de grupa de varsta
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Fig. 39 Distributia pe sexe in functie de grupa de varsta
Din punct de vedere al sexului, cel mai afectat a fost sexul masculin cuprins intre
21-30 de ani, 17 cazuri la barbati, 10 la femei. Procentul de femei afectate in acest
interval de varsta este mai mare, respectiv 32,3%, reprezentand varful cohortei, cu sca-
dere treptatd ajungand la 0 (zero) in intervalul de varsta 60-70 de ani.
La barbati, intervalul de varstd a crescut progresiv atingdnd un maxim intre 41-
50 de ani.
Este important de remarcat ca 1n acest interval, 41-50 de ani, cele doud grupuri se
suprapun, perioadd dupa care ambele curbe de distributie incep sd scadad treptat spre

intervalul 61-70 de ani.
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2. Mediul de provenienta

Distributia teritoriala a pacientilor si calitatea de
asigurat/neasigurat
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Femei asigurate Femei neasigurate Barbati asigurati Barbati neasigurati

Fig. 40 Distributia pe medii de rezidentd si situatia asigurarii de sanatate a pacientilor

Analizand distributia pe medii de rezidentd a pacientilor este de remarcat ca cei
din mediul urban predomina. Cu toate ca diferenta procentuala intre cele doua loturi este
foarte mica, este insd semnificativd din punct de vedere statistic p < 0,05. Aglomeratia
mai mare (risc de expunere crescut), precum si conditiile particulare ale mediului urban

creeaza conditii epidemice de contagiune mult mai favorizante decat in mediul rural.

3. Calitatea de asigurat/neasigurat

Importanta este si calitatea de asigurat a pacientilor din lotul studiat, stiut fiind ca
tuberculoza este o boala care afecteazd in special, dar nu numai, populatia vulnerabila
aflata la risc de a dezvolta boala activd, una dintre cauze fiind tocmai situatia socio-
economica precard, fapt mentionat adesea 1n literatura de specialitate [168] si confirmat
de cercetarea proprie.

Luand in discutie diferenta dintre totalul de femei asigurate, respectiv neasi-
gurate, si totalul barbatilor asigurati/neasigurati, rezultatul nu este semnificativ statistic
deoarece raportand la totalul de femei luate in studiu si totalul de barbati, diferentele

procentuale nu sunt majore.
4. Testarea HIV

Datorita riscului major pe care il reprezintd coinfectia TB HIV, a fost regle-

mentatd obligativitatea testarii HIV a tuturor pacientilor cu TB, printr-un Ordin de

22



Ministru, prima datd in 1993 apoi modificat in 1999, cat si invers, testarea pentru tu-

berculoza a tuturor pacientior infectati cu HIV.

Testare HIV
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Fig. 41 Testare HIV la pacientii din lotul studiat

Am analizat statusul HIV la pacientii aflati in cohorta si din totalul de 153 doar
15 pacienti nu au fost testati.

Din totalul pacientilor doar 10 (6,5%) prezintd coinfectie TB HIV, iar daca este
sd analizam separat pe sexe, procentul femeilor HIV pozitive raportat la totalul de femei

luate in studiu este de 12,9%, comparativ cu 4,9% procentul barbatilor HIV pozitiv.

B. EVOLUTIA (iN TIMP) A FENOMENULUI MDR

1. Evolutia in timp de la momentul declaririi CN de tuberculoza sensibila/
CN-MDR

Utilizand informatiile din “Baza de date Nationala a Programului de TB” am
notat momentul in care pacientii luati in studiu au fost declarati Caz Nou, ulterior
momentul in care au fost declarati caz MDR. Cincizeci de pacienti au fost declarati Caz
Nou de TB MDR, neavand istoric de boald in Baza Nationald de Date. La restul de
pacienti rezistenta a fost dobanditd prin evolutia Indelungata si trecerea prin episoade
succesive de boald, abandon, recidiva, esec.

Dintre acestia 34 au fost barbati si 16 femei. Nu stim daca acesti pacienti au fost
real cazuri noi de imbolnavire cu o tulpind MDR sau, din diverse motive, a fost omisa
declararea la momentul real al imbolnavirii si introducerea lor in BN-TB. Deoarece nu
s-au gasit inregistrari anterioare ale lor au fost inclusi In baza de date drept CN-TB-

MDR 1n momentul initierii tratamentului specific MDR, ca prim episod de boala.
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Evolutia comparativa de la CN la MDR pe intregul lot
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Fig. 44 Evolutia comparativa de la CN la MDR pe intreg lotul

Un procent de 8,5% (10) din pacienti au avut o evolutie de un an de la declararea
CN sensibil urmat de un episod de abandon sau esec in decurs de 1 an, pana la decla-
rarea lor ca TB MDR.

Un numar de 22 (14,4%) de pacienti au evolutie intre 2 si 4 ani, apoi intre 5-7 ani
23 (15%) pacienti, intre 8 si 10 ani 14 pacienti (9,2%), intre 11-13 ani 10 (6,5%)
pacienti, intre 14 si 16 ani 4 (2,6%) pacienti.

Evolutia bolii se prelungeste intre 17-19 ani la 7 (4,6%) pacienti, intre 20-22 de
ani pentru 4 (2,6%) pacienti si la peste 23 de ani la un numar de 6 (3,9%) pacienti. De
altfel, n literaturd, sunt mentionate evolutii lungi de peste 12 ani la pacientii necom-
plianti [170].

Desigur, acesti pacienti au in baza de date consemnate numeroase episoade de
abandon, esec, cronic, este de discutat daca la cei care au evolutie asa de indelungata nu
existd chiar posibilitatea unei noi Imbolnaviri cu o tulpinda MDR.

Toti pacientii care au evolutie in ani si-au achizitionat in timp rezistentele ple-
cand de la tulpini sensibile si trecand prin diferite episoade de boala.

Daca este sa analizdim comparativ evolutia de la CN la MDR pe lotul de femei si
de barbati observam ca evolutia In timp la femei este de maxim 10 ani, pe cand la bar-

bati evolutia are o intindere de 20 de ani.
2. Evolutia de la momentul declaririi CN panai la deces

Utilizand inregistrarile din BN-TB am analizat si evolutia pacientilor inclusi in

studiu de cand au fost declarati CN pana la momentul decesului.
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La cele 31 de decese s-a analizat evolutia in timp a bolii de la momentul in care
au fost declarate caz nou pana la final. Cel mai mare numar a deceselor s-au inregistrat
dupa o perioada de evolutie cuprinsa intre 1-15 ani. S-au Inregistrat decese in decurs de
1 an de la declarare la 4 pacienti si tot 4 pacienti au avut evolutie pe o perioada cuprinsa
intre 16-25 de ani. In studii efectuate pe cohorte de pacienti TB MDR s-a inregistrat o
rata de succes a tratamentului foarte scazutd si o mortalitate scazuta, desi acesti pacienti

au urmat recomandarile de tratament ale OMS [171].

Evolutia bolii de la declarare CN pana la deces
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Fig. 46. Evolutia bolii de la declarare CN pana la deces

3. Evolutia de la momentul declaririi caz MDR pani la deces

Distributia in ani de la declarare caz MDR pana la deces
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Figura 47. Evolutia bolii de la declarare MDR pana la deces

Daca analizam aceleasi date pentru numarul de decese inregistrate de la mo-
mentul in care au fost declarate caz MDR pana la momentul decesului, constatim un
varf al deceselor (un numar de 10) dupd 2 ani de evolutie de la momentul declararii,
urmatd de un numar de 8 cazuri dupd 3 ani de evolutie. De mentionat este faptul ca
evolutia in timp din momentul declardrii cazului MDR (caz nou MDR) péna la deces nu
mai are o asa intindere, aproximativ 15 ani, comparativ cu evolutia de aproximativ 5 ani

pana la deces la cazurile diagnosticate si declarate MDR [171].
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C. METODE DE DIAGNOSTIC UTILIZATE iN STUDIU
1. Diagnostic fenotipic

Pentru a fi confirmatd rezistenta tulpinilor selectate de la pacientii inclusi in
studiu am efectuat antibiograma fenotipica prin metoda concentratiilor absolute, iar tul-
pinile cu rezistentd au fost retestate pentru confirmare, prin antibiograma serie extinsa
prin metoda proportiilor pe mediul Lowenstein Jensen.

Toate tulpinile selectate au prezentat cel putin rezistenta MDR plus/minus alte
rezistente in proportii variabile.

La testarea fenotipica toate tulpinile din lotul studiat au prezentat rezistentd pe
HIN si RIF la care s-au adaugat si tulpini cu alte rezistente in proportie de 68,6%

Etambutol si 39,9 % Kanamicina (tabelul XIV).

Tabel XIV Rezistente la testarea fenotipica pe mediu solid, metoda proportiilor

0 0% 153 100% 153

0 0% 153 100% 153
48 31.4% 105 68.6% 153
109 71.2% 44 28.8% 153
105 68.6% 48 31.4% 153
94 61.4% 59 38.6% 153
92 60.1% 61 39.9% 153

Similar cu testarea la antibiotice de linia I-a s-a urmarit concordanta intre testarea
fenotipica la antibiotice de linia a II-a si testarea moleculara care pe banda test In afara
de aminoglicozide, peptide ciclice si chinolone, are si testare pentru etambutol.

Astfel, concordanta pentru Amikacina a fost situata la 92,2%, iar coeficientul
Cohen este de 0,818 ceea ce aratd cd rezultatele obtinute prin cele doud metode sunt
foarte bune, superpozabile peste 92%.

Pentru Kanamicind concordanta rezultatelor este de 88,9% cu coeficient Cohen
de 0,760, ceea ce aratd o concordantd bund a rezultatelor deoarece coeficientul este
cuprins in intervalul 0,61-0,80, dar mult mai aproape de limita superioara a intervalului
ceea ce reprezintd rezultat confident.

Situatia nu este la fel de multumitoare pentru Capreomicind unde concordanta
dintre testarea fenotipicd si cea moleculard aratd o concordantd de 85,6%, coeficientul
Cohen fiind de 0,658 ceea ce arata o legdturd bunad, dar valoarea este foarte aproape de

limita inferioara a intervalului.
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Aceeasi situatie am constatat-o si la Fluoroquinolone unde concordanta celor
doua metode de testare a fost de 84,3%, dar coeficientul Cohen de 0,663 semnifica o
legatura buna dar apropiata ca valoare de limita inferioard a intervalului de confidenta.

Situatia este cu totul alta pentru Etambutol unde concordanta rezultatelor obti-
nute prin cele doud metode de testare este de 69,3%, iar coeficientul Cohen este de 0,369
ceea ce aratd doar o legatura satisfacatoare (0,21-0,40). De altfel se confirmd mentiunile
din literatura de specialitate, care aratd rezultate cu sensibilitate scazutd pentru testarea
moleculard pentru Etambutol pe gena embB [175, 176].

Este de mentionat faptul ca tulpinile au fost alese aleator si era de asteptat ca
profilul de rezistentd sd nu fie asa de extins, dar se constatd ca un procent de 22,3% din
tulpinile studiate prezinta rezistentda XDR sau pre-XDR, ceea ce confirma faptul ca evo-
lutia indelungata a bolii, trecand prin episodul de tuberculoza sensibild, apoi tuberculoza
MDR, tuberculozad pre-XDR si tuberculoza XDR adaugd in timp rezistente noi ceea ce
agraveazd boala si o face mult mai greu de tratat. Desigur, la adaugarea acestor rezis-
tente contribuie si episoadele repetate de abandon, inceperea unui tratament fara al fi-
naliza, astfel incat populatia bacilara este stimulata sa se adapteze la conditiile din mediu
prin incercarea de a contracara actiunea medicamentului anti-TB. Administrarea necon-
trolatd a medicatiei contribuie la selectarea subpopulatiilor bacteriene cu rezistentd si

proliferarea lor in detrimentul subpopulatiei sensibile [172].

2. Testare moleculara

Din totalul tulpinilor selectate pentru studiu, 132 au fost testate molecular pe
truse HAIN MTBDRplus. Dintre acestea la 111 tulpini s-a efectuat testare directd,
produsele fiind pozitive BAAR la examenul microscopic (s-a urmadrit algoritmul de
diagnostic al studiului), iar la 21 de tulpini s-a efectuat testare indirectd, dupa extragerea
ADN-ul din tulpina izolata din produs.

Dintre cele 132 de tulpini testate pe gena rpoB unde se gasesc peste 95% din
mutatiile raspunzatoare de rezistenta la RIF, cea mai frecventa mutatie a fost MUT3 cu
lipsa benzii wild 8 corespunzitoare pentru tipul silbatic (wild type 8). In tabelul XVI am

sumarizat rezultatele testarilor, interpretarea si reprezentarea lor statistica.
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Tabelul XVI Interpretarea si evaluarea rezultatelor testelor moleculare pentru gena rpoB

Interpretare si evaluare test

Nr

Banda de Procent . . Procent
s Nr. . cazuri Codon Mutatie .
hibridizare .. cazuri cu . . cazuri cu
< tulpini 0B WT liosa cu analizat detectata mutatii
absenta P p (AT
rpoB WT 1 0.0% 505-509
rpoB WT 2 0.0% 510-513
rpoB WT 2/ WT 3 4 3.0% 510-517
rpoB WT 3/ WT 4 20 15.2% 13 513-519 rpoB MUT 1 10.7%
rpoB WT 4 / WT 5 1 0.8% 516-522
rpoB WT 5/ WT 6 0.0% 518-525
19 B MUT 2A 15.7%
rpoB WT 7 24 18.2% 526-529 |~ 2
5 rpoB MUT 2B 4.1%
rpoB WT 8 72 54.5% 77 530-533 | rpoB MUT 3 63.6%
1 526-529 | rpoB MUT 2A 0.8%
Nici una 1 8.3% 1 526-529 | rpoB MUT 2B 0.8%
5 530-533 rpoB MUT 3 4.1%
Total 132 100% 121 0 0 100%

La interpretare am urmarit, conform grilei, prezenta sau absenta benzilor
salbatice (WT — wild type) corespunzatoare tulpinilor care nu au venit niciodatd in
contact cu un antituberculos. Lipsa lor, Insotitd de mutatii, are ca expresie fenotipica
rezistenta fata de RIF.

Deoarece antibiograma este un test care completeaza diagnosticul prin infor-
matia referitoare la sensibilitatea/rezistenta MTB si influenteaza decizia terapeuticd, am
madsurat reproductibilitatea rezultatelor obtinute prin calcularea coeficientului de con-
cordantd Cohen (K), avand in vedere ca testul este calitativ si se noteaza cu sensibil sau
rezistent.

Din punct de vedere al validitatii testului molecular acesta este un test calitativ,
iar raspunsurile sunt binare (dihotomice): mutatie detectatd/nedetectata.

Validitatea testului molecular este datd de performanta testului in raport cu
metoda de referintd, “standardul de aur”, in cazul nostru a fost reprezentatd de antibio-
grama fenotipica. Este important de mentionat ca testarea moleculard este reproduc-
tibild, interpretarea facandu-se pe baza unei grile de interpretare si indiferent de cine

citeste interpretarea este aceeasi [173].

3. Concordanta celor doud metode utilizate in studiu

A fost important sd vedem concordanta celor doud metode de diagnostic utilizate
in studiu fiind stiut faptul cd metoda moleculara LPA detecteaza populatia rezistenta la
un prag de sensibilitate de 5% pe cand pentru testarea fenotipica pragul critic pentru

detectia populatiei cu rezistenta este situat la 1% [174].
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Tabelul XV Coeficient COHEN de concordanta

Antibiotic/Metoda Semnificatie
Concordanta

HIN Fenotipic / HIN Molecular excelenta
Concordanta

RIF Fenotipic / RIF Molecular excelenta

Pentru RIF rezultatele sunt superpozabile in proportie de 99,2%, iar pentru HIN
in proportie 98,5%. Coeficientul Cohen a fost de 0,825 pentru cele doua metode de
testare la HIN, respectiv 0,905 pentru RIF. Aceasta demonstreaza ca intre rezultatele
celor doud metode utilizate existd o concordantd excelentd, iar valoarea coeficientului

Cohen situat intre 0,81-1 aratd o legdtura foarte bund intre cele doud metode.

Pentru Izoniazida, rezistenta este analizatd prin testul folosit, pentru doud gene,
respectiv gene katG si inhA. Dacd apar mutatii in regiunea promoter a genei inhA,
tulpina poate prezenta rezistentd scizuti. In cazul mutatiilor care apar in gena katG,
acestea determina rezistentd inalta la Izoniazida.

Dintre cele 153 de tulpini studiate, am testat molecular 132 de tulpini prin testul
LPA pe truse HAIN MTBDRplus. Am testat astfel prezenta/absenta benzilor sélbatice,
pentru genele katG si inhA: absenta asociatd cu prezenta mutatiilor semnifica rezistenta.
Rezultatele sunt prezentate in tabelul XVII.

Pentru gena inhA care determind rezistenta de nivel scazut la Izoniazida am
observat mutatii la un numar de 49 dintre tulpinile testate. 48, respectiv 98,0% dintre
acestea au banda inhA WTI1 absentd si au detectatd mutatia inhA MUTI, respectiv
C-15T. Doar o singura tulpind are prezente ambele benzi inhAWT1/2, dar are detectata

mutatia inhA MUT]I.

Tabelul XVII Interpretare si evaluare test molecular pentru Izoniazida

Interpretare si evaluare test LPA pentru izoniazida

Nr Pozitia
Banda de Nr. Procent | 4\ 1pini | acidului | Mutatie | Procent
AL ll2 1) tulpini LG cu nucleic | dezvoltata Mutats tulpini
absenta total s .
mutatii | analizat
inhA WT 1 55 41.7% 48 -15 inhA MUT 1 C-15T 98.0%
0 0.0% 0 -8 inhAMUT 3A | T-8C 0.0%
inhA WT 2 ' 0 inhAMUT 3B | T-8A 0.0%
Nici una 77 58.3% 1 -15 inhA MUT 1 C-15T 2.0%
Total 132 100% 49 100.0%
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Din totalul tulpinilor testate un numar de 125 prezintd rezistentd la Izoniazida

datorata mutatiei in gena karG.

Pentru rezistenta la Izoniazida este implicata si gena katG. Daca la aceste tulpini

lipseste banda wild si apar sau nu mutatii, acestea semnificd rezistenta de nivel Inalt la

Izoniazida

Prezenta sau absenta benzilor wild in gena katG la lotul de pacienti testati este

prezentata in tabelul X VIIIL.

Tabelul XVIII Interpretare si evaluare test pentru gena katG

Interpretare si evaluare test pentru gena katG

Nr Procent
o Procent - Banda de tulpini
din total - dezvoltata mutatii
mutatii .
: din total
110 katG MUT 1 [ S315T1 88.0%
0,
katG WT absent 113 85.6% 5 315 kaiG MUT 2 1 S315T2 16%
katG WT prezent 19 14.4% 13 315 katG MUT 1 | S315T1 10.4%
Total 132 100% 125 100%

La gena katG, prin testul HAIN, urmdrim prezenta sau absenta unei singure
benzi sdlbatice (wild) corespunzatoare codonului 315. Absenta ei asociatd cu prezenta de
mutatii confera tulpinii rezistentd de nivel inalt la Izoniazida. La tulpinile testate
proportia dominantd de mutatii a fost reprezentatd de mutatia katG MUTI1 (mutatie
detectata S315T1) insotitd de absenta benzii katG WT, asociatie inregistratd la un

procent de 88,0% dintre tulpini.

Este cunoscut faptul ca drog rezistenta in tulpina de M. tuberculosis este cau-
zata, 1n principal, de o mutatie care apare intr-o singurd nucleotida, care se acumuleaza
in timp Intr-o gend specifica. Existd medicamente la care asocierea dintre o anumita
gend responsabila si mecanismul de rezistentd este foarte bine cunoscutd, in timp ce
pentru altele cunostintele sunt incomplete. Nu toate mutatiile unei singure nucleotide
detectate in tulpini care ar indica rezistenta produc expresia rezistentei fenotipice la
antibiotice [177].

Cele 153 de tulpini din studiu au fost testate molecular si pe truse HAIN
MTBDRs/ v. 1.0 care testeaza rezistenta la fluoroquinolone, aminoglicozide/peptide

ciclice si etambutol.
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Pentru fluoroquinolone a fost testatd gena gyrA (subunitatea A a ADN girazei)
care are ca mecanism de actiune scaderea legarii la ADN giraza. Este important de stiut
proportia rezistentei la fluoroquinolone deorece cu cat avem mai multa rezistenta la Q cu

atat rata de succes terapeutic scade. 1% din tulpini dezvolta mutatii de rezistentd in

cursul replicarii indiferent de ce medicamente se folosesc 1n tratament [154].

Tabelul XX Interpretarea si evaluarea rezultatelor testelor moleculare pentru determinarea
mutatiilor de rezistenta la FLQ

Banda de Codon Banda Nr Procent turl‘lri-ni
hibridizare lizat mutatie Mutatie tul .. | tulpinidin P s ificati
analizata anaiizd prezenta uipini total eu emniticatie
mutatii fenotipica
gyrA WT 1 ) C885 0
lipsa 85-90 A884 3 1.97% 3
gyrA MUT 1 A90V 14
yrA WI2 | g9.03 19 12.42%
P gyrAMUT 2 | s91P 1
gyrA MUT Rezistenta
3A S FLQ
gyrA MUT D94N 4
A WIS | gp.97 :?AUT Dtk 28 18.3% o
p gyr D94G 4
3C
gyrA MUT
3D D94H 1
1 Sensibilitate
gyr’;‘r‘\e’!yl{z’ 3| 8597 103 67.32% 1 FLQ
1
Total 153 100% 53

Pentru rezistenta la FLQ kitul folosit permite doar analiza genei gyrA la care se

urmareste prezenta/absenta a trei benzi de tip sdlbatic, Insotite sau nu de mutatii.
Prezenta benzilor gyrA WT 1/2/3, caracterizand tulpinile sensibile la fluoroquinolone, a
fost identificata in 67,3% din cazuri dominand ca frecventa in lotul studiat. La tulpinile
rezistente la fluoroquinolone, in total 53 (37,7%) au fost identificate 9 tipuri de mutatii
corespunzatoare la 6 benzi. Dintre acestea mutatiile D94A, D94N, D94Y, D94G si

DO94H au insumat 28 de tulpini, respectiv mai mult de jumatate din tulpinile rezistente.

Gena rrs este gena in care, daca apar mutatii, acestea se traduc fenotipic prin
rezistenta la aminoglicozide (Kanamicind si Amikacind) si peptide ciclice (Capreomi-
cind si Viomicind) medicatie cu efect bactericid, injectabila, consideratd de rezerva si

utilizata ca linia a II-a de tratament.
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Prin testare moleculara folosind kitul HAIN Genotype MTBDRs/ (de linia a II-a)

am analizat si gena rrs in care prezenta mutatiilor si absenta benzilor de tip sélbatic

determind fenotipic rezistenta la aminoglicozide sau peptide ciclice.

Tabel XXII. Interpretare si evaluare test pentru rrs

Interpretare si evaluare test pentru gena rrs
Procent

EELLECE Nr | tulpini | Nrtulpini | Codon | B2ndade .| Raportul
hibridizare tulpini din cu mutatii | analizat mutatie | Mutatie | mutatiilor

analizata ulp total dezvoltata pe rrs
. 45 1401 | rrs MUT 1| A1401G 93.8%

0,

rrs WT 1 lipsa 44 28.76% 0 1402 - C1202T 0.0%
rrs WT 2 lipsa 3 1.96% 2 1484 rrs MUT 2 | G1484T 4.2%
rrs WT 1.si WT 2 9
prezent 106 | 69.3% 1 1401 1 s MUT 1 | A1401G 21%

Total 153 100% 48 100%

Absenta benzii r#sWT1 insotitd de »»sMUT1 are corespondent fenotipic in

rezistenta la Kanamicind Amikacina si Capreomicina.

Dintre cele 153 de tulpini testate, 48 dintre ele prezinta mutatii de rezistenta, una

avand profil de tulpina cu populatie heterorezistenta (prezente ambele benzi sdlbatice si

prezenta si rrsMUT1).

Testarea moleculara pentru medicamentele de linia a II-a are asociat pe strip-ul

de testare si gena embB pentru evidentierea mutatiilor de rezistentd la Etambutol,

medicament care face parte din prima linie de tratament.

Tabel XXIII Interpretarea si evaluarea rezultatelor pentru gena embB

Interpretare si evaluare test

Banda de Procent . . | Codon . Banda de Raportul
hibridizare tu'l‘"i'ni tulpini din z'l';;‘“t:tp:t‘l: analiz M“:at' mutatie | mutatiilor
analizata P total : at dezvoltata pe embB
48 m3061 | SMPBMUT | 5q 50,
embB WT 1 1A
0,
absent 81 52.9% 33 306 1 mzoev | eMPBMUT | 40,29,
0 M3061 . 0.0%
embB WT 1 72 47 1% 1 306 | M3oev | ©mbBMUT 1.2%
prezent 1B
Total 153 100% 82 100%

La peste jumatate dintre tulpini (52,9%) banda embB WT1 a fost absenta, dar s-a
detectat prezenta la 58,5% din cazuri de embB MUT 1A si la 40,2% embB MUT 1B,
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ceea ce confera rezistenta la Etambutol. La un numar de 72 de tulpini nu s-a detectat
absenta benzii sdlbatice, una dintre ele avand totusi prezentd o mutatie care confera
rezistenta.

Din punct de vedere fenotipic un numar de 71 de tulpini prezinta sensibilitate la
Etambutol.

Daca analizdm in ansamblu testarea moleculara pentru medicamente anti-TB de
linia a II-a si Etambutol, corespondentd fenotipica a mutatiilor depistate molecular este
urmatoarea: 53,6% din tulpinile testate prezintd rezistentd la Etambutol, pentru amino-
glicozide si peptide ciclice, procentul tulpinilor rezistente este de 31,4%, iar pentru

fluoroquinolone procentul tulpinior rezistente este de 34,6%.

Corespondenta fenotipica a mutatiilor

80.0%
70.0% 65.4%
60.0%
50.0%
40.0%
30.0%
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10.0%

0.0%

68.6%

FLQ AC/CP EMB

B Sensibil M Rezistent

Fig. 67 Corespondenta fenotipica a mutatiilor

Nu este de neglijat luarea in discutie a timpului de diagnostic necesar ambelor

metode folosite 1n studiu.

Timpul de diagnostic pentru cultura si
antibiograma in functie de metoda (in zile)

25
21 21 21 21
20
o 15
S M Cultura
€ 10
B Antibiograma
5 2 2 2 HR
0 -

Testare H,R Testare H,R Testare SL Cultura
moleculara moleculara molecular fenotipica
(direct) (indirect) (indirect)
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Desi rezultatul obtinut prin testare molecularad este foarte rapid, acesta este pre-
liminar si trebuie completat cu testarea fenotipica. Daca testarea moleculara se face in-
direct din tulpina, timpul de obtinere a rezultatului se prelungeste cu timpul de obtinere
al culturii (in medie 28 zile), dar important este ca oricum avem informatii in legatura cu
profilul de rezistentd mult mai repede decat le-am obtine cu ajutorul ABG fenotipice.

Este de luat in calcul timpul scurt de obtinere a informatiilor in cazul testarii
moleculare fata de testarea fenotipica. Indiferent de metoda aleasa pentru extragerea
ADN-ului, timpul necesar obtinerii rezultatului este semnificativ mai scurt fatd de

metoda clasica fenotipica.

CONCLUZII

1. Metodele de diagnostic fenotipic si molecular, utilizate in studiu, sunt standar-
dizate complementare, reproductibile si cu rezultate de incredere. Existd totusi situatii
particulare care trebuie cunoscute:

1.1 In cazul testirii moleculare pentru evidentierea modificarilor care ar putea fi
asociate cu rezistenta la medicamentele antituberculoase trebuie tinut cont de existenta
tulpinilor cu populatie heterorezistentd (amestec de populatie bacteriana salbatica si cu
populatie cu rezistentd), stare exclusiv fenotipica Intr-o culturd genetic omogena, greu de
diferentiat si la care rezultatul este ambiguu, dificil de interpretat.

1.2 Testele moleculare pot identifica si mutatiile silentioase, neexprimate feno-
tipic, conducand la un rezultat de falsa rezistenta.

1.3 Unele tulpini pot prezenta mutatii rare, nedepistate prin testele folosite in
studiu, dar care se manifestd prin rezistentd fenotipicd. Rezultatul testului molecular
indica deci falsa sensibilitate, respectiv nu detecteazd modificarile genetice asociate cu
rezistenta.

1.4 Examenul microscopic, urmata de metoda molecularad (primele etape folosite
in algoritmul de diagnostic ca metode de triaj) scurteaza timpul de diagnostic si orien-
teaza decizia terapeutica.

1.5 Testele moleculare nu inlocuiesc testarea fenotipica, ci doar o completeaza cu

un rezultat preliminar.
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1.6 Utilizarea metodei moleculare LPAs/ la pacientii depistati cu MDR este
deosebit de utild pentru detectia rapidd a cazurilor pre-XDR/XDR si stabilirea regimului
terapeutic adecvat.

1.7 Metodele moleculare aplicate direct probelor biologice expun personalul de
laborator la risc mai mic de infectie decat metodele indirecte, care presupun testare de
culturi.

2. Este important sd testim molecular sensibilitatea micobacteriilor pentru a
scurta timpul de diagnostic si a urgenta decizia terapeuticd cu initierea imediata a trata-
mentului speific tintit. Se previne astfel selectarea de noi rezistente si este stopata
diseminarea micobacteriilor rezistente.

3. Intarzierea diagnosticului si tratamentului cazurilor MDR favorizeazi achizitia
de noi rezistente.

4. Studiul nostru confirma, ca lipsa compliantei la tratament si abandonul ampli-
fica fenomenul de selectie urmat de proliferare a mutatiilor pre-existente.

5. Urmadrirea mai atentd si monitorizarea pacientilor, precum si fidelizarea lor
pentru a creste complianta la tratament, constientizarea lor in legiturd cu importanta
efectudrii tratamentului si sansele crescute de vindecare 1n cazul tratamentului corect si
complet, duce la reducerea sau chiar disparitia cazurilor de esec si abandon, implicit ar
diminua povara tuberculozei drog rezistente.

6. Este necesara o supraveghere mai atenta in tuberculoza pentru a afla in timp
real atat tendintele bolii, cat si a impactul asupra populatiei pentru a lua imediat masurile
necesare avand in vedere cresterea numarului cazurilor cu coinfectie TB-MDR-HIV.

7. Afectarea in procent mai mare a barbatilor si, mai ales, a celor cu media de
varstd de 44 de ani, care reprezinta segmentul activ al fortei de munca, are si implicatii
sociale si de sanatate publica.

8. Cu cat evolutia bolii este mai indelungata in timp se achizitioneaza noi rezis-
tente. O parte dintre pacienti au trecut prin episoade succesive de boald, plecand doar de
la tulpini MDR la care s-au addugat alte rezistente, ajungand la selectarea de tulpini cu
rezis-tentd totald la medicamentele uzuale.

9. Este posibil ca la o parte dintre pacientii cu evolutia bolii cuprinsd intre 17-23
de ani sd fie vorba de reinfectie exogena cu tulpinda MDR. Nu avem date suficiente
pentru a dovedi ca pacientii cu trecut de tuberculoza au fost pozitivi in tot acest timp sau

este vorba de reactivare endogena a infectiei.
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10. La lotul luat in studiu nu putem stabili cu exactitate momentul in care s-a
produs drog rezistenta, dar este evident cd aceasta a apdrut in timpul evolutiei bolii,
exceptand situatia cazurilor noi de MDR care nu au in spate istoric de tuberculoza
sensibild si infectarea initiala a fost cu o tulpina MDR.

11. Completarea in timp real a bazei de date a Programului National de
Prevenire, Supraveghere si Control al Tuberculozei si imbunétatirea ei prin adaugarea de
informatii referitoare la rezultatele testdrilor moleculare ar contribui la Tmbunétatirea
managementului cazurilor de tuberculoza, ar limita raspandirea tulpinilor rezistente, iar
regimurile terapeutice ar putea fi initiate precoce, cu sanse mai mari de vindecare,

eliminand achizitia suplimentara de rezistente.

PROPUNERI

Schimbarile importante care au avut loc in istoria naturald a tuberculozei cu
impact major in epidemiologie reprezinta o urgentd de sdnatate publica mai ales datorita
tuberculozei drog rezistente. Desi existd o scddere semnificativa a tuberculozei sensibile,
ingrijoratoare este cresterea numarului de cazuri de tuberculoza multidrog rezistenta (TB
MDR) sau a tuberculozei cu rezistentd extinsa (TB XDR). In acest sens, eforturile sunt
indreptate spre imbunatatirea capacitatii de detectie a cazurilor de tuberculoza, cat si
spre depistarea rapida a rezistentelor.

Tinand cont de aceste preocupari, consider ca necesare unele sugestii referitoare
la activitatea laboratoarelor de bacteriologie a tuberculozei, evidentiate de acest studiu.

1. Extinderea testdrii moleculare si la nivelul altor laboratoare din reteaua de
laboratoare pentru TB, astfel incat sa fie acoperite toate regiunile cu incidenta
crescutd. Metodele de diagnostic molecular reprezinta un avantaj considerabil
atat in diagnosticul de tuberculoza, cat si in depistarea rapida a rezistentelor,
fapt care permite abordarea precoce a pacientului cu TB MDR, precum si
instituirea rapidd a unui tratament eficient.

2. Utilizarea testarii moleculare LPAs/ la pacientii depistati cu monorezistenta
la RIF sau cu MDR pentru a depista cazurile de XDR si a scurta timpul de
diagnostic.

3. Asigurarea conditiilor de biosigurantd la nivelul tuturor laboratoarelor regio-
nale si mentenantei cabinetelor de securitate biologicd pentru a functiona

optim in concordantd cu metodele aplicate.
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4. Asigurarea controlului extern al calitatii atat pentru laboratoarele regionale,
cat si pentru LNR, pentru a oferi rezultate corecte si de incredere, deoarece
exista situatii in care rezultatele testdrii moleculare pot arata rezultate discor-
dante comparativ cu antibiograma fenotipica datorate limitelor metodei
moleculare.

5. Initierea de programe care sd mareasca complianta la tratament a pacientilor,
eventual consilirere psihologica de care sd beneficieze toti pacientii pentru a
diminua rata de abandon si esec, situatii in care cresc mult sansele de a
selecta tulpini rezistente.

6. Imbuniatatirea aplicatiei software (softului) Bazei de date a Programului
National de Control al Tuberculozei si obligativitatea completarii in timp real
a rezultatelor pentru a avea acces la datele pacientului, istoricul de boala,
informatii referitoare la sensibilitatea tulpinii si statusul HIV.

7. Abordarea mai atenta a populatiei aflate la risc prin diagnostic activ (triaj),
folosind metode de testare rapida si cresterea aderentei la tratament a acestui
segment.

Ca o concluzie finald, ludnd in considerare aceste criterii de adoptare a metodelor

de diagnostic si ca urmare a rezultatelor proprii, consider necesar ca:

1. Se mentine necesitatea diagnosticului rapid in tuberculoza si utilizarea meto-
delor moderne de diagnostic molecular la nivel national, tehnici care nu inlo-
cuiesc metodele fenotipice ci le completeaza.

2. Utilizand tehnicile de biologie moleculard in dignosticul tuberculozei este
crescutd capacitatea de diagnostic mai ales in cazul produselor paucibacilare.
Identificarea profilului de rezistentd determind o scurtare semnificativa a tim-
pului de diagnostic, ceea ce permite abordarea precoce a pacientului cu TB
M/XDR, prin tratament tintit, limitarea transmiterii bolii si ofera sanse mai
mari de succes terapeutic.

3. Este important cd LPA este o tehnica standardizata care se poate aplica In toate
laboratoarele regionale pentru a acoperi toate zonele cu incidenta crescuta.

4. Este foarte importanta cunosterea in timp real a istoricului de boald, a facto-
rilor predispozanti pentru evolutia catre caz MDR (monorezistentele HIN/RIF,
infectie HIV, existenta cavitatilor pulmonare, esec/abandon al unui tratament
anterior pentru TB, date care pot fi aflate In timp real numai din Baza

Nationala de Date daca aceasta este corect si la timp completata.
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