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ADNOTARE

Noroc Ecaterina. ,,Evaluarea si prioritizarea factorilor de risc in transmiterea tuberculozei
rezistente la pacientii spitalizati”
Teza de doctor 1n stiinte medicale, Chisinau, 2024

Structura tezei: introducere, cinci capitole, concluzii generale si recomandari, bibliografia din
241 de titluri, 17 anexe, 122 pagini de text de baza, 37 de figuri si 15 de tabele. Rezultatele obtinute
sunt publicate in 15 lucrari stiintifice.

Cuvinte-cheie: tuberculoza, multidrogrezistenta, transmitere nosocomiala, Ural, Beijing.

Scopul lucrarii: evaluarea si prioritizarea factorilor de risc in transmiterea TB rezistente la
pacientii spitalizati in Republica Moldova.

Domeniul de studiu: transmitere nosocomiald, control al infectiei TB.

Obiectivele cercetarii: documentarea si evaluarea fenomenului de transmitere nosocomiala a
tuberculozei printre pacientii spitalizati pentru tratamentul specific in spitalul de profil;
Identificarea mutatiilor genice care conferd rezistentd la medicamentele anti-tuberculoase in
tulpinile de Mtbc multidrogrezistente si evaluarea factorilor determinanti responsabili pentru
insuccesul tratamentului; Analiza filogenetica si identificarea principalelor clustere responsabile
de transmiterea nosocomiald prin aplicarea metodelor de secventiere integrald a genomului
micobacterian si deducerea evenimentelor de transmitere directd bazatd pe distanta geneticd;
Evaluarea cunostintelor in domeniul controlului infectiei in tuberculoza in randul personalului
medical care activeaza in spitalul de profil.

Noutatea si originalitatea stiintifica. Noutatea cercetdrii deriva din complexitatea, unicitatea
realizarii studiului si a metodelor de secventiere utilizate 1n identificarea potentialelor cazuri de
tuberculoza nosocomiala.

Rezultatele obtinute. Secventierea intregului genom (WGS) a fost efectuatd din tulpinile TB
RR/MDR pentru a identifica pacientii index presupusi ai pacientilor spitalizati care au dezvoltat
TB RR/MDR in timpul unei monitorizari de 2 ani. Supravegherea moleculard detaliata a
pacientilor a relevat o ratd scazutd de transmitere nosocomiala a tulpinilor TB RR/MDR in
institutia spitaliceascd de nivel national. Nu au fost identificate mutatii la nivel de gene
responsabile de rezistenta la 4 dintre medicamentele noi (Clofazimina, Linezolida, Bedaquilina,
Delamanid), ceea ce conferd incredere in aplicarea regimurilor noi de tratament. Insuccesul la
tratament ar putea fi cauzat de prezenta mutatiilor in genele responsabile pentru rezistenta la unul
din cele 2 medicamente anti-microbiene (Moxifloxacina si Levofloxacind).

Semnificatia teoretica. Rezultatele studiului vor suplini cadrul normativ privind respectarea
controlului infectiei 1n sistemul spitalicesc si va contribui la respectarea tuturor normelor privind
stoparea transmiterii nosocomiale a tuberculozei in sistemul spitalicesc.

Valoarea aplicativa. Cercetarea realizatd va completa masurile de control al infectiei prin prisma
masurilor complexe orientate spre evitarea transmiterii nosocomiale a tuberculozei in institutiile
spitalicesti. Materialele cercetarii pot fi aplicate in cadrul instruirilor si cresterii capacitatii
personalului medical.

Implementarea rezultatelor stiintifice. Rezultatele cercetarii servesc bazd privind
reglementarea, pastrarea si fortificarea masurilor de control al infectiei n sectorul spitalicesc.



PE3IOME

Hopoxk Exarepuna. «Ouenka u npuopurte3anus (pakTopoB PUCKa Nepeaaym JeKapCcTBEHHO-
YCTOHYHBOI0 Ty0epKyJie3a y roCIuTAJIN3NPOBAHHBIX 00J1bHBIX)»
Juccepranus 10KTOpa HaAyK B 00yiacTé MenuinuHbl, Kumunes, 2024 .

CTpyKkTypa [aMcCepTalMM: BBEJEHUE, IATh IJIaB, OOIIME BBIBOJBl M PEKOMEHJAlNH,
oubmmorpadus u3 241 na3Banui, 17 npunoxenuid, 122 crpaHuil OCHOBHOTO TEKCTA, 37 PHCYHKOB,
15 tabnun. [lomyueHHbIE pe3yabTaThl OMYOJIUKOBAHbI B 15 HAyYHBIX CTAThAX.

KiaueBble  cioBa:  TyOepkysie3, MHOXECTBEHHas  JIGKAPCTBEHHAs  YCTOWYMBOCTb,
BHYTpHOOIHIYHBIN MyTh nepenaun, URAL, Beijing.

Llesb cTaThy: OLICHKA U IPUOPUTET (PAKTOPOB PUCKA B II€peJauu Pe3UCTEHTHOro TyOepKyne3a y
rOCIUTAIN3UPOBAaHHBIX NallMeHTOB B Pecnybnuke Momnosa.

O0s1acTh ucce10BaHUA: BHYTPUOOIbHUYHBIN ITyTh NIepeaaud, KOHTPOJb TyOepKyJesa.
3agauu Mcciae0BaHus: JOKYMEHTUPOBAHUE U OLIEHKA ABJICHUS BHYTPUOOJIBHUYHON mepenayu
TyOepKkyne3a cpelu OOJIbHBIX, TOCHUTAIU3UPOBAHHBIX Ui CHENU(UYECKOro JIeYeHUs B
CHECIHMATM3UPOBAHHBIA CcTannoHap; MaeHTuduKamuss TeHHBIX MyTaluil, 00yCIaBIMBAIOIINX
YCTOMUMBOCTh K NPOTHBOTYOEPKYJE3HBIM IpenapaTaMm y IITaMMOB Mtbc ¢ MHOECTBEHHOM
JICKApCTBEHHOH yCTOMYMBOCTHIO, U OIICHKA JIETEPMUHAHT, OTBETCTBEHHBIX 32 HEd(PPEKTUBHOCTH
neyeHust; OUIOreHeTHYEeCKUN aHaIu3 U WICHTU(UKALUS OCHOBHBIX KJIaCTEPOB, OTBETCTBEHHBIX
3a BHYTPHOOJBFHUYHYIO Tepeaady, ¢ MPUMEHEHHEM METO/0B HMHTErPATbHOTO CEKBEHUPOBAHHMS
reHoMa MHUKOOAaKTepuil M BBIBOJAOM COOBITUH MpPsMOM Iepelaud Ha OCHOBE TI'€HETHYECKOU
nucranuuu; OleHKa 3HaHUM B 00JIacTM MH(EKIMOHHOTO KOHTPOJIA TMpU TyOepKylese Yy
MEIUIUHCKOr0 IIepCoHaa, paboTaOIIEro B CIIELUAIU3UPOBAHHOM CTalllOHape.

Hayynass HOBH3HA M OPHUI'MHAJBHOCTL HCCJaenoBaHMs. HaydHas HOBHM3HA HCCIIEOBaHUSA
BBITEKACT U3 CI0XHOCTH U YHUKAJIBHOCTH MCCIEAOBAaHHUA, a TAKKE METOJIOB CEKBEHUPOBAHUS,
MCIIOJIb3YEMBIX JIJISl BBISIBICHUS TOTEHIIMAJIBHBIX CIIy4yaeB HO30KOMHAIILHOIO TyOepKyJie3a.
PesyabraTsl. [lonHorenomuoe cexBenupoBanue (WGS) Obuto BbimofiHEHO U3 mtaMMoB Th ¢
YP/MJIY nnst BbISIBICHMSI MAaLMEHTOB C MPENOJaraéMblM HHIEKCOM TOCIHUTATIM3UPOBAHHBIX
NalMeHToB, y KoTopbix pa3Buwicid Th ¢ YP/MIJIY B Teuenue 2 ner HaOmroneHus. [lerambHoe
MOJIEKYJIIPHO-TEHETUYECKOE MCCIICIOBAHUE BBISBWIO HU3KHHA YPOBEHb HO30KOMHAJIBHOU
nepenaun mramMmoB Th ¢ YP/MJI B ycnoBusix HalmoHanbHOM OOIbHUIIBL. He BBISIBIEHO MyTanuit
Ha YPOBHE I'€HOB, OTBETCTBEHHBIX 3a YCTOWYMBOCTh K 4 HOBBIM IpenapaTam (KioQa3zeMuH,
JUHE30/IM]], OeaKBWIMH, JellaMaHH]l), YTO JaeT YBEPEHHOCTh B MPUMEHEHHU HOBBIX CXEM
neuenus. HeaddexTuBHOCTH NeueHHs Moryia ObITh 0OYCJIOBJI€HA HAJIMYMEM MyTallMil B reHax,
OTBETCTBEHHBIX 32 PE3UCTEHTHOCTh K 2 NMPOTUBOMUKPOOHBIM MpenapaTaM (MOKCHU(IOKCAIMH U
7eBO(IIOKCAIMH).

Teopernueckasi 3HAYUMOCTb. Pe3ynbTaThl HMCClIEOBAaHUS JONOJIHAT HOPMAaTHBHYIO 0a3y MO
COOMIOACHUIO MH(PEKIMOHHOIO KOHTPOJIS B CTAllMOHAPHOW cuUcTeME M OyayT CrocoOCTBOBATh
COOJIIOJICHHIO BCEX HOPM IO OCTAHOBKE BHYTPHUOOJIBHMYHOM Tmepenade TyOepkyie3a B
CTaIlMOHAPHBIX JIEYEOHBIX YUPEKACHUSIX.

IIpakTHyeckoe 3HA4YUMOCTBL. [IpoBeneHHOe uCCIENOBAHUE MOIOJHAET MEPONPUATHSA IO
MH(EKIIMOHHOMY KOHTPOJIIO, HAINpaBJIEHHBIX Ha HEIOMYLIEHHE HO30KOMHUAIbHOIO IyTH
nepeaayn TyOepKyJie3a B CTAI[MOHAPHBIX JIEYEOHBIX yupexaeHUsX. MarepHuaibl UCClie0OBaHUS
MOTyT OBITh TPHUMEHEHBl NpU OOYYEeHMH U TIOBBIIIEHUU KBAIM(UKAIMK MEIULIUHCKUX
pPabOTHUKOB.

BueapeHune Hay4dHbIX Ppe3yJbTaTOB. Pe3ynbTaTel HCCIIEOBAaHUN CIy>)KAT OCHOBOW JUIS
peryJIupoBaHus, MOJJICP)KAaHUS M YCHJIEHHS Mep HH(EKIMOHHOTO KOHTPOJIA B OOJBHHUYHOM
CEKTOpeE.



ANNOTATION

Noroc Ecaterin “Evaluation and prioritization of risk factors in transmission of drug-
resistant strains to in-patients TB care”
Thesis of doctor in medicine, Chisinau, 2024

Structure of the thesis: introduction, five chapters, general conclusions and recommendations,
bibliography of 241 titles, 17 appendices, 122 pages of basic text, 37 figures, 15 tables. The
obtained results are published in 15 scientific papers.

Key words: tuberculosis, multidrug resistance, nosocomial transmission, Ural, Beijing.

Aim of study: evaluation and prioritization of risk factors in the transmission of resistant TB to
hospitalized patients in the Republic of Moldova.

Field of study: nosocomial transmission, TB infection control.

Study objectives: documentation and evaluation of the phenomenon of nosocomial transmission
of tuberculosis among patients hospitalized for specific treatment in the specialized hospital;
Identification of gene mutations conferring resistance to anti-tuberculosis drugs in multidrug-
resistant Mtbc strains and evaluation of the determinants responsible for treatment failure;
Phylogenetic analysis and identification of the main clusters responsible for nosocomial
transmission by applying the methods of integral sequencing of the mycobacterial genome and
inferring direct transmission events based on genetic distance; Evaluation of knowledge in the
field of infectious control in tuberculosis among the medical staff working in the specialized
hospital.

The scientific novelty and originality. The scientific novelty it emerges from the complexity and
uniqueness of the study, but also of the sequencing methods used to identify potential cases of
nosocomial tuberculosis.

Results. Whole genome sequencing (WGS) was performed from RR/MDR TB strains to identify
putative index patients of hospitalized patients who developed RR/MDR TB during a 2-year
follow-up. Detailed molecular surveillance of patients revealed a low rate of nosocomial
transmission of RR/MDR TB strains in the national hospital setting. No mutations were identified
at the level of genes responsible for resistance to 4 of the new drugs (Clofazimine, Linezolid,
Bedaquiline, Delamanid), which gives confidence in the application of new treatment regimens.
Treatment failure could be caused by the presence of mutations in the genes responsible for
resistance to 2 antimicrobial drugs (Moxifloxacin and Levofloxacin).

The theoretical significance. The results of the study will supplement the normative framework
regarding compliance with infection control in the hospital system and will contribute to
compliance with all norms regarding stopping the nosocomial transmission of tuberculosis in the
hospital system.

The applicative value. The research carried out will complement infection control measures
through the prism of complex measures aimed at avoiding nosocomial transmission of tuberculosis
in hospital institutions. The research materials can be applied in training and training of medical
personnel.

Implementation of scientific results. Research results serve as a basis for regulating, maintaining
and strengthening infection control measures in the hospital sector.
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LISTA ABREVIERILOR

ADN | Acidul dezoxiribonucleic
AMK | Amicacina
ARYV | Antiretroviral (tratament)
ATI | Anesteziologie si Terapie Intensiva
BAAR | Bacili acido-alcool rezistenti
BCG | Bacilul Calmette—Guérin
BDQ | Bedaquilind
BPaL. | Bedaquilind, pretomanid si linezolid (regim de tratament)
BPaLLM | Bedaquilind, pretomanid, linezolid si moxifloxacin (regim de tratament)
CAP | Capreomicind
CFZ | Clofazimina
CI | Controlul infectiei
CS | Cicloserina
CTAB | Bromura de cetrimoniu
DLM | Delamanid
DOT | Tratament direct observat
DOTS | Curs scurt de terapie observata direct
DS | Deviatia standard
EMB | Etambutol
ETH | Etionamida
FFP2/FFP3 | Respirator cu piesa faciala filtranta de clasa FFP2 sau FFP3
FP | Ftiziopneumologie
GU | Unitati de crestere (grow unit)
IFP | Institutia Medico-Sanitard Publica, Institutul de Ftiziopneumologie “Chiril Draganiuc”
Ii | Intervalul de incredere
INH | Isoniazidum
IQR | Intervalul inter quartile
K | Kaliu (potasiu)
KAN | Kanamicina
LFX | Levofloxacind
LJ | Lowenstein-Jenses
LSR | Laboratorul Supranational de Referintd
LZD | Linezolid
MFX | Moxifloxacind
MPT64 | Proteina secretata de tulpinile MTB 1in crestere activa
Mtbc | Micobacterium tuberculosis complex
Na | Natriu (Sodiu)
NaCl | Clorura de natriu (sodiu)
NGS | Secventierea de generatie urmatoare
OFX | Ofloxacind
OMS | Organizatia Mondiala a Sanatatii
OR | Odds ratio // Raportul sanselor
PAS | Acid para - aminosalicilic
PTO | Protionamida
PZA | Pirazinamidi
RIF | Rifampicinum
RR | Rezistenta la rifampicind
SNP | Polimorfism cu o singurd nucleotida
STM | Streptomicind
TB | Tuberculoza
TB RR/MDR | Tuberculoza multidrogrezistenta sau rezistenta fatd de rifampicina
TE | Tris cu EDTA tampon
TSM | Testarea sensibilitatii la medicamente (antituberculoase)
UV | Ultraviolete
WGS | Secventierea Intregului genom
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Lista de definitii utilizate in teza

Denumire Definitia

Confirmare caz de tuberculoza cu cel putin un rezultat pozitiv la examindrile de
bacteriologica laborator (GeneXpert, microscopie, cultura etc.).

Migrant persoana care s-a aflat peste hotarele tarii cel putin 3 luni in ultimele

12 luni Tnainte de diagnosticul TB.

Notificarea cazului de TB

Caz nou

pacientul care nu a administrat niciodata tratament cu medicamente
antituberculoase 1n asociere pe o perioada mai mare de o luna de zile.

Caz cu re-tratament

include cazurile de TB care au avut cel putin un tratament anterior
pentru TB.

- recidiva pacientul care a fost evaluat vindecat sau tratament incheiat in urma
unui tratament antituberculos si care are un nou episod de TB.
- dupa esec pacientul care incepe un re-tratament dupd ce a fost evaluat esec al

unui tratament anterior.

- dupa ce a fost
pierdut din

pacientul care incepe un re-tratament dupa ce a fost evaluat pierdut
din supravegherea medicala la un tratament anterior si la care se

supraveghere decide reluarea tratamentului.
- alt tip de re- pacientul care incepe un re-tratament, dar care nu se incadreaza in
tratament categoriile de re-tratament expuse mai sus.

Rezultate de tratament

Vindecat

Pacient cu TB pulmonara confirmatd bacteriologic la initierea
tratamentului, care a urmat o curd completd de tratament conform
recomandarilor PCN in domeniul TB, cu dovezi de raspuns
bacteriologic si fara dovezi de esec.

Tratament incheiat

Pacientul care a urmat o cura completa de tratament conform
recomandarilor PCN in domeniul TB, dar care nu are criteriile pentru
a fi evaluat ca vindecat sau esec.

Esec

Pacient al carui regim de tratament ar trebuit sa fie intrerupt sau
modificat cu un nou regim de tratament. Motivele pentru modificarea
regimului includ: lipsa raspunsului clinic sau bacteriologic, sau
ambele; reactie adversd la medicament; dovada unei rezistente
suplimentare la medicamentele incluse 1n regim.

Pierdut din
supraveghere

Pacientul care nu a initiat tratamentul pentru TB sau care 1-a intrerupt
pentru 2 luni consecutive sau mai mult.

Deces

Pacientul care a decedat (din orice motiv) nainte de inceperea
tratamentului sau in timpul tratamentului pentru TB. Se disting doua
categorii: deces din cauza progresarii TB si deces din altd cauza.

Ne-evaluat

Pacient pentru care nu a fost atribuit nici unul dintre rezultatele de
tratament stipulate mai sus. Include cazurile ,.transferate” catre o alta
unitate de tratament a caror rezultat al tratamentului este necunoscut;
exclude cazurile pierdute din supraveghere.

Succes

Cuprinde pacientii cu rezultat de vindecare si tratament Incheiat.

Insucces

Inglobeaza pacientii cu rezultatele de tratament: esec, pierdut din
supraveghere, ne-evaluat, deces.
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INTRODUCERE

Actualitatea si importanta temei. Tuberculoza (TB) se numara printre principalele cauze de
morbiditate si mortalitate la nivel mondial si este asociata cu o povara sociala si de sanatate publica
importanta [1].

Unul dintre scopurile de baza ale Obiectivelor de Dezvoltare Durabild pentru perioada 2015-
2030 este de a pune capit epidemiei de TB la nivel mondial [2]. In conformitate cu acest obiectiv,
Strategia OMS de eradicare a TB (END TB), aprobata de catre Adunarea Mondiald a Sanatatii in
2014, tinteste o reducere cu 90% a deceselor cauzate de TB si o scadere cu 80% a ratei de incidenta
a TB pana in anul 2030 [3].

TB multidrogrezistentd (MDR) sau cu rezistenta la rifampicind (RR) este un semn distinctiv
al epidemiei de TB 1n tarile post-sovietice [4]. Peste 50% din toate cazurile de TB inregistrate in
regiunea europeand (Regiune) a Organizatiei Mondiale a Sanatatii (OMS) revine Rusiei si
Belarusiei [5]. Potrivit ultimelor date ale OMS, succesul tratamentului pentru pacientii cu TB
RR/MDR este unul ineficient, 60% dintre pacienti fiind vindecati fata de tinta stabilita de 85% [1].

Republica Moldova este una dintre cele 18 tari ale regiunii europene a OMS in cadrul careia
controlul TB este prioritar si una dintre cele 30 de tari ale lumii cu cea mai mare povard a TB
RR/MDR [6].

Potrivit datelor OMS, Republica Moldova a diagnosticat si a notificat in 2014 — 814 cazuri
cu TB RR/MDR (sau 54,2% din numarul estimat) si 508 cazuri cu TB RR/MDR (sau 50,8% din
numarul estimat) in anul 2021, date care concluzioneaza ca rata de detectie privind cazurile cu TB
RR/MDR raméane inca neatinsd de tara, tinta OMS fiind de 85% [7]. Pe parcursul anilor 2014-
2021, ponderea cazurilor cu TB RR/MDR a variat intre 24,4% (2018) s1 32,9% (2019) printre
cazurile noi. Ratele de succes la tratamentul TB printre cazurile cu TB sensibild si printre cazurile
cu TB RR/MDR pe parcursul anilor 2014-2021 nu au atins tintele de 85% si 75%, respectiv,
stabilite de catre OMS [7]. Cauzele de baza ale insuccesului la tratament sunt atribuite in mare
parte decesului, esecului la tratamentul specific si pierdutilor din supravegherea medicala.

Republica Moldova a reactionat prin raspuns prompt la povara TB. Din anul 2001 in tara
deruleaza Programe nationale de control al TB o datd la 5 ani, aprobate prin hotarari de Guvern si
care au drept scop reducerea poverii TB ca problema de sdnatate publicd in tard. Republica
Moldova a implementat cu succes o serie de politici si masuri care vizeaza prevenirea si ingrijirea
TB, inclusiv implicarea constantd a asistentei medicale primare In depistarea timpurie si
tratamentul direct observat. In Republica Moldova este asigurat accesul universal la diagnosticul

si tratamentul TB de calitate pentru toate persoanele, cu o acoperire geograficd completa. Au fost
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dezvoltate politici de suport pentru aderenta la tratamentul TB. Republica Moldova este prima tara
din Regiune care a asigurat disponibilitatea metodei rapide de diagnostic GeneXpert la nivelul
intregii retele de laboratoare care efectueaza microscopia (57 de laboratoare). A fost modernizat
diagnosticul de laborator prin implementarea mai multor metode rapide de diagnosticare (Bactec
MGIT 960, Line Probe Assay, Pyrosequencing, etc.). In dezvoltarea politicilor de control al TB,
tara a urmat recomandirile OMS si a altor organizatii din domeniu. In pofida interventiilor
aplicate, inclusiv in depistarea timpurie a TB, aplicarea metodelor noi si rapide de diagnostic
pentru TB, asigurarea accesului universal si gratuit la tratament etc., Republica Moldova nu atinge
tintele stabilite de catre OMS [7], atat la capitolul depistare, cat si la rezultatele de tratament,
continuand sa se confrunte cu o povara inalta de TB, inclusiv cu forme rezistente.

Datele literaturii subliniaza asupra faptului, ca principalul factor care determina epidemia
TB RR/MDR este transmiterea activa a bacteriilor Mycobacterium tuberculosis complex (Mtbc)
rezistente la medicamente 1n comunitati [8]. Transmiterea nosocomiald a TB prezinta, de
asemenea, o provocare majora pentru un control eficient al TB, iar prezenta acestui fenomen ar
putea duce la un risc mai mare de infectare cu TB rezistenta a pacientilor spitalizati, a persoanelor
care 1i viziteaza, dar si a personalului medical. Mai multe studii au Incercat sa evalueze care este
rolul transmiterii nosocomiale a Mtbc rezistente la medicamente in timpul spitalizarilor prelungite,
dar pana in prezent acesta ramane incd neelucidat [9,10]. Studiul operational ,,Studierea
fenomenului de transmitere nosocomiald a tuberculozei multidrogrezistente prin analiza
genotipicd a diversitatii ADN (acid dezoxiribonucleic) a tulpinilor Mycobacterium tuberculosis”
desfasurat in Republica Moldova in anul 2012, a constatat existenta fenomenului de re-infectie in
68% cazuri. Prin urmare, izolarea pacientilor cu TB prin internarea si tratarea acestora in spitale,
ar putea induce majorarea numdrului de cazuri cu TB rezistentd, iar acestea, la randul lor vor
necesita costuri mult mai inalte pentru ingrijire si tratament. Ca urmare a aplicarii metodelor
standardizate de genotipare moleculard pe un esantion retrospectiv de izolate Mtbc, s-a constatat
ca peste 5% dintre pacientii cu TB sensibild la momentul diagnosticului, au dezvoltat TB RR/MDR
in perioada spitalizarii in stationarele de ftiziopneumologie din Republica Moldova, ceea ce indicd
0 presupusa transmitere nosocomiala [10].

In Republica Moldova, transmiterea nosocomiali a TB devine o preocupare majora,
deoarece spitalele si unitatile de asistentd medicald pot fi surse de infectie pentru populatiile cu
risc de a dezvolta TB. Literatura de specialitate puncteaza asupra diferitor metode utilizate pentru
a elucida fenomenul de transmitere nosocomiald, iar secventierea intregului genom s-a dovedit a
fi un instrument valoros pentru identificarea sursei focarelor de TB si urmadrirea transmiterii

tulpinilor de Mtbc, care este cruciald pentru punerea in aplicare a unor masuri eficiente de control.
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Secventierea intregului genom (WGS) a izolatelor clinice de Mtbc a fost utilizatd pentru a
identifica evenimentele de transmitere pe baza distantei genetice scdzute dintre tulpinile transmise
[11]. Dinamica transmiterii Intre pacienti si persoanele de contact poate fi astfel discernata din
evenimentele de reinfectare cu o tulpind de TB RR/MDR diferita [12].

Intreruperea ciclului de transmitere a Mtbc este cruciald pentru un control eficient al TB,
ceea ce impune implementarea interventiilor menite sa reduca la minimum riscul de transmitere a
TB prin diagnosticarea rapidd si timpurie, gestionarea adecvatd a pacientilor cu TB si
implementarea practicilor de control al infectiei TB [13,14,15].

Datele care reflecta situatia epidemiologica prin TB 1n tara, precum si alte studii realizate la
subiectul transmiterii intra-spitalicesti a TB RR/MDR, inclusiv datele literaturii de profil sugereaza
faptul cd transmiterea nosocomiald in stationarele de ftiziopneumologie devine o problema
stringenta in controlul TB. Cercetarea anterioard care a identificat transmiterea nosocomiald a
tulpinilor RR/MDR de Mtbc in 5,1%, a constatat acest fapt prin aplicarea metodelor care au
determinat unitati repetitive intercalate cu 24 de locusuri micobacteriene-numar variabil de
repetdri in tandem (MIRU-VNTR) si spoligotipare [10]. Rezultatele existente devin insuficiente,
in contextul existentei metodelor si tehnologiilor noi, care permit determinarea transmiterii
nosocomiale, ceea ce impune necesitatea efectudrii unei cercetdri de studiere a fenomenului de
transmitere nosocomiald a TB RR/MDR in Republica Moldova intr-un aspect aprofundat, prin
aplicarea noilor metode si tehnologii contemporane de secventiere a Intregului genom
micobacterian.

Scopul lucrarii: evaluarea si prioritizarea factorilor de risc in transmiterea TB rezistente la
pacientii spitalizati in Republica Moldova.
Obiectivele lucrarii:

1. Documentarea si evaluarea fenomenului de transmitere nosocomiala a tuberculozei
printre pacientii spitalizati pentru tratamentul specific in spitalul de profil;

2. Identificarea mutatiilor genice care conferd rezistentd la medicamentele anti-
tuberculoase in tulpinile de Mtbc multidrogrezistente si evaluarea factorilor
determinanti, responsabili pentru insuccesul tratamentului;

3. Analiza filogenetica si identificarea principalelor clustere responsabile de transmiterea
nosocomiald, prin aplicarea metodelor de secventiere integrald a genomului
micobacterian si deducerea evenimentele de transmitere directd bazatd pe distanta
geneticd;

4. Evaluarea cunostintelor in randul personalului medical care activeaza in spitalul de

profil in domeniul controlului infectiei in tuberculoza.
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Ipoteza cercetarii:
1. Urmarirea prospectiva a locatiei pacientului internat in stationarul de ftiziopneumologie
privind elucidarea evenimentelor de transmitere nosocomiald a TB RR/MDR;
2. Aplicarea metodelor contemporane bazate pe tehnologia de secventiere a intregului genom
micobacterian ce permite depistarea transmiterii nosocomiale a TB RR/MDR;
3. Implementarea masurilor de control al infectiei 1n cadrul stationarelor de
ftiziopneumologie pentru reducerea substantiala a fenomenului de transmitere
nosocomiald a TB, in special, a TB RR/MDR.
Sinteza metodologiei de cercetare si justificarea metodelor de cercetare alese. Metodologia
prezentei lucrari a fost formulata si definitivatd urmand metodele expuse 1n lucrarile stiintifice din
domeniu, bazata pe materialele metodico-didactice tematice din domeniul cercetat, documente de
politici si materiale informative de nivel national si international.
Problema stiintifici solutionatid in domeniul respectiv. Cercetarea prospectiva detaliata a
tuturor pacientilor spitalizati in cadrul spitalului de profil a demonstrat o ratd de transmitere
nosocomiald a TB RR/MDR redusa in perioada de cercetare.
1. Cohorta cu TB RR/MDR existentd este concentrata in 2 linii de descendente de TB (Beijing
si Ural).
2. Analizele filogeografice au evidentiat modele distincte geografic de transmitere pentru
tulpinile Beijing MDR, dar mai restranse pentru tulpinile Ural MDR.
3. Fiecare grup presupus de transmitere a TB RR/MDR a avut o rezistenta distincta la
medicamente antituberculoase de linia a doua.
Importanta teoretica a cercetarii. Transmiterea TB RR/MDR reprezintd o provocare majora
pentru controlul TB in mai multe téri, inclusiv pentru Republica Moldova, dar o intelegere detaliata
a dinamicii locale privind transmiterea tuberculozei si a TB RR/MDR este evaziva. Progresele si
de noi abordari statistice pentru combinarea datelor in timp si spatiu, epidemiologice si genomice
pentru aprecierea fenomenului de transmitere nosocomiald cu o rezolutie 1naltd, oferd noi
oportunitati in acest domeniu.
Valoarea aplicativa a lucrarii. Este o cercetare in premiera care a secventiat toate izolatele de
Mtbc dintr-un spital in care toti pacienti au fost monitorizati zilnic, urmarind locatia lor in cadrul
sectiilor si a saloanelor, cat si transferul lor in alte sectii si ofera informatii unice asupra
complexitatii transmiterii TB RR/MDR in Republica Moldova.

Etapele cercetarii au inclus: studierea literaturii de profil, determinarea locatiei desfasurarii

studiului (IFP), determinarea esantioanelor de cercetare (pacienti spitalizati si personal medical),
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etapizarea proceselor referitoare la dinamica locatiei pacientului, monitorizarea clinica si
microbiologicd a pacientului timp de 2 ani, gruparea pacientilor in functie de rezultatele
microbiologice, aplicarea metodelor microbiologice specifice etapelor de studiu (selectarea
tulpinilor, re-cresterea tulpinilor, izolarea ADN-ului, secventierea) si chestionarea personalului
medical. In studiu au fost inclusi 2740 de pacienti spitalizati in cadrul IFP in perioada 01 iulie
2014-30 iunie 2015; 56 personal medical care activeaza in cadrul sectiilor clinice ale IFP. Metode
aplicate: istorica, colectare de date, statisticd, epidemiologicd, microbiologica si analitica.
Prelucrarea statisticd a materialului acumulat a fost efectuatda utilizand programul de analiza
statistica SPSS.
Rezultatele cercetarii au fost implementate in cadrul IMSP Institutul de Ftiziopneumologie
“Chiril Draganiuc”, Laboratorul National de Referintd in microbiologia tuberculozei, incepand cu
anul 2015, documentat prin Actul de implementare a inovatiei nr. 41 din 05 mai 2023.
Aprobarea rezultatelor stiintifice. Rezultatele cercetarii stiintifice au fost prezentate si apreciate
la multiple conferinte si congrese nationale si internationale in domeniul tuberculozei:
1. Conferinta stiintifica nationala cu participare internationald ,,Noi abordari in controlul
bolilor respiratorii. Integrarea serviciilor”, 20 — 21 Decembrie 2023. Chisindu,
Republica Moldova.

2. Conferinta stiintifico-practica consacrata Zilei Mondiale de combatere a tuberculozei
cu genericul ,,DA! Putem invinge tuberculoza” 24 martie 2023. Chisindu, Republica
Moldova;

3. Conferinta Mondiald a Uniunii UNION privind sandtatea pulmonara, Eveniment
virtual, 2022;

4. Societatea Europeana de Micobacteriologie. Valencia, Spania, 2019;

5. Cea de-a 48-a Conferintd Mondiald a Uniunii privind sandtatea pulmonara.
Guadalajara, Mexico, 2017;

6. A IlI-a Conferintd Nationald a sectiunii de tuberculozd. Timisoara, Romania 2016;

7. Cea de-a 47-a Conferintd Mondiala a Uniunii privind sdnatatea pulmonara. Liverpool,
Marea Britanie, 2016;

8. Congresul Societatii Europene de Respirologie. Munich, Germania, 2014.

Lucrare a fost prezentata, discutatd si aprobata la sedinta Disciplinei de Microbiologie si
Imunologie, Departamentul Medicina Preventiva, USMF , Nicolae Testemitanu” din 16.06.2023,
prin Procesul Verbal nr. 12 si la sedinta Seminarului Stiintific de profil 313. Imunologie,
microbiologie, virusologie, specialitatile 321.09. Boli infectioase, tropicale si parazitologie

medicala, 313.02. Microbiologie, virusologie medicala din 04.07.2023, prin Procesul Verbal nr. 5.
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Publicatii la tema tezei. Au fost publicate 15 lucrari stiintifice, inclusiv 6 articole 1n revistele din
bazele de date Web of Science si SCOPUS, 2 articole in reviste din Registrul National al revistelor
de profil, categoria B, 7 teze in lucrarile conferintelor stiintifice internationale (peste hotare).
Rezultatele studiului au fost raportate in cadrul a 3 participdri cu comunicare nationald si
internationald. Ca rezultate ale studiului au fost conferite un certificate de inovatie si un act de
implementare.

Volumul si structura tezei. Teza este scrisa in limba romana cu titlu de manuscris. Este expusa
pe 122 pagini text de baza, tehnoredactate la calculator si contine: introducere, adnotarea in limbile
romand, rusa si engleza, lista tabelelor, lista figurilor, lista abrevierilor, 5 capitole cu rezultate
proprii si discutarea lor, concluzii si recomandari practice, bibliografie din 241 de titluri de
referintd, 17 anexe, declaratia pe propria raspundere si CV-ul autorului. Materialul iconografic
contine 15 tabele si 37 figuri.

in ,Introducere” sunt redate: actualitatea si importanta lucririi, care argumenteazi
actualitatea i importanta prezentei cercetdri. Sunt formulate scopul si obiectivele studiului, este
elucidata noutatea si originalitatea stiintifica a lucrarii, importanta teoretica si valoarea aplicativa
a rezultatelor obtinute.

Sinteza literaturii de specialitate la problema studiatd este prezentatd in capitolul 1
»Epidemiologia tuberculozei rezistente si politicile de sanatate publica elaborate in stoparea
transmiterii acestei infectii”, fiind evidentiate cunostintele actuale din domeniul de cercetare. In
descrierea capitolului sunt prezentate analizele critice ale cercetarii anterioare si evidentiate
lacunele si oportunitatile pentru cercetarea ulterioara. De asemenea, capitolul contine o sinteza
riguroasd si coerentd a informatiilor, inclusiv carti, articole de reviste, studii de cercetare,
documente de politici si alte surse relevante, care sunt actuale si iau In considerare cele mai recente
inovatii si cercetari in domeniul TB si, in particular, in domeniul transmiterii nosocomiale, toate
fiind prezentate Intr-un mod organizat, laconic si logic.

in Capitolul 2 , Material si metode de cercetare” sunt descrise metodele de cercetare
aplicate, prin prezentarea tipologiei metodelor si etapelor de realizare a cercetdrii stiintifice.
Prezenta lucrarea este una comprehensiva, structurata pe etape si desfasurata dupa modelul liniar;
bazatd pe analiza documentelor relevante domeniului si cercetdrii operationale, precum studiul
observational prospectiv in randul pacientilor si studiul descriptiv in randul personalului medical.
Metodologia cercetarii ne-a permis sd utilizam datele necesare cu scop de a evalua si prioritiza
factorii de risc in transmiterea TB rezistente la pacientii spitalizati in Republica Moldova. Au fost
aplicate metode complexe in cadrul cercetarii, inclusiv prin acumularea materialului clinic si de

observare statisticd, dar si aplicarea metodelor de diagnostic de laborator de ultimd generatie
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(testare fenotipica si genotipicd). Esantioanele incluse in studiu (pacienti si personalul medical)
sunt reprezentative din punct de vedere statistic. Interpretarea datelor s-a efectuat in baza
semnificatiei statistice (p<0,05) la intervalul de confidenta de 95%.

In capitolul 3 “Dinamica locatiei pacientilor si evaluarea factorilor determinanti care ar
putea induce la insuccesul tratamentului”, sunt descrise populatia de studiu si dinamica locatiei
pacientului in interiorul spatiilor spitalicesti (salon, sectie, spital). Transferurile intre sectii au fost
observate in 3% cazuri, in cele mai frecvente cazuri, acestea fiind conditionate de indicatii clinice.
Sunt expuse analize referitoare la durata de spitalizare in conformitate cu locatia pacientului (cea
mai lunga durata medie de spitalizare a fost in sectia MDR - 129 zile, iar cea mai scurta in sectia
non-TB de 9 zile). Capitolul contine caracteristicile generale ale sub-esantioanelor rezultate in
urma monitorizarii microbiologice a pacientilor inclusi 1n studiu, inclusiv analiza comparativa cu
cohorta pacientilor TB, notificati la nivel national (2014) si care prezintd o similaritate statistica
dupa parametrii de baza, precum sexul, grupul de varsta si statutul de migrant. Capitolul inglobeaza
analize referitoare la determinarea mutatiilor genetice care conferd rezistentd la preparatele
antimicobacteriene in tulpinile de TB RR/MDR supuse secventierii si elucideaza factorii
determinanti care ar putea fi responsabili de insuccesul tratamentului. Prezenta mutatiilor genetice
responsabile de rezistenta la medicamentele utilizate pentru tratamentul TB a fost determinata la
13 dintre 17 medicamente antimicrobiene supuse analizei si care variaza de la 100% (INH si RIF,
medicamente de linia I) pana la 6,0% (CS, medicament de linia II). Nu au fost identificate mutatii
la nivel de gene responsabile de rezistenta la CFZ, LZD, BDQ si DLM. Rezultatele tratamentului
antituberculos in cohorta TB RR/MDR au inregistrat un succes la tratament de 48,1%. Analiza
bivariatd a determinat ca tulpinile de Mrbc care au prezentat mutatii in genele responsabile pentru
rezistenta la MFX si LFX au sanse mai mari de a avea insucces la regimurile aplicate pentru
tratamentul TB RR/MDR.

In capitolul 4 | Analiza filogenetici si identificarea clusterelor de transmitere” este
caracterizat modul in care s-au monitorizat prospectiv pacientii spitalizati pentru a detecta
evenimentele de transmitere a tulpinilor TB RR/MDR 1n cadrul IFP. Se descrie analiza detaliatd a
suprapunerii fiecarui pacient dintr-un anumit salon, sectie sau in spital pentru fiecare zi a anului.

Capitolul reliefeaza rezultatele Tn urma aplicarii metodelor de secventiere a intregului genom
micobacterian pe toate tulpinile TB RR/MDR (de la pacientii cu indice presupus si de la pacientii
cu TB sensibild la medicamente care au dezvoltat ulterior TB RR/MDR 1n timpul monitorizarii).
Sunt elucidate date privind identificarea evenimentelor de transmitere probabild (2 cazuri).
Informatia expusa In acest capitol rezuma o ratd scazuta de transmitere nosocomiald a tulpinilor

TB RR/MDR in cadrul IFP si conduce asupra unor constatari limitate datoritd clonalitatii ridicate
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a tulpinilor de Mtbc la pacientii cu TB RR/MDR, in special, in lineage 2 - Ural. Se reliefeaza faptul
ca transmiterea nosocomiald a TB RR/MDR 1in Republica Moldova este mult mai scazuta
comparativ cu transmiterea extraspitaliceasca.

Capitolul 5 ,,Evaluarea cunostintelor epidemiologice in domeniul controlului infectiei TB
prin chestionarea personalului medical ce activeaza in institutia spitaliceasca” a avut drept
obiectiv de a evalua cunostintele si practicile lucratorilor medicali care activeaza in cadrul IFP.
Personalul medical a fost reprezentat de medici (ftiziopneumologi si pneumologi) in 12,5% (n=7)
cazuri si de asistenti medicali in 87,5% (n=49) cazuri. Informatia prezentata in acest capitol descrie
rezultatele obtinute n cadrul chestiondrilor in baza carora s-a determinat ca personalul medical din
cadrul IFP a demonstrat cunostinte vadite in aplicarea masurilor de control al infectiei TB.
Cuvinte-cheie: tuberculoza, multi-drogrezistenta, transmitere nosocomiala, Ural, Beijing.
Aprobarea etica
Studiul “Evaluarea si prioritizarea factorilor de risc in transmiterea tuberculozei rezistente la
pacienti spitalizati” a fost aprobat de catre Comitetul de Eticd a Cercetarii al Universitatii de Stat
de Medicina si Farmacie ,,Nicolae Testemitanu” cu numarul #15_49/2014, Chisindu, Republica

Moldova.
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1 EPIDEMIOLOGIA TUBERCULOZEI REZISTENTE SI POLITICILE
DE SANATATE PUBLICA ELABORATE iN STOPAREA
TRANSMITERII ACESTEI INFECTII

1.1 Tuberculoza in context general

TB este o boalad transmisibila care reprezintd o cauza majora a starii generale precare a
sanatatii si in consecintd una dintre principalele cauze ale mortalitatii prin maladii infectioase, la
nivel mondial. Pana la inceputul pandemiei COVID-19, TB reprezenta cauza principald a
deceselor generate de un singur agent infectios, aceasta pozitionandu-se chiar inaintea infectiei
HIV/SIDA [16].

TB este cauzatd de Mtbc, care se raspandeste atunci cand persoanele infectate, raspandesc
bacteria in aer, spre exemplu, prin intermediul tusei. Este estimat cd o patrime din populatia
planetei este infectatd cu TB [17], Tnsd majoritatea dintre acestia nu ajung sd dezvolte boala
propriu-zisa [18,19]. Capacitatea organismului de a forma un raspuns imun adecvat la infectia cu
TB este cruciald in astfel de situatii. Glanda tiroida joaca un rol important in activarea celulelor
sistemului monocitic-macrofage prin cai directe si indirecte, care pot implica proteina C-kinaza.
Aceasta activare ajuta la eliminarea agentului patogen al TB din organism [20]. Citokinele care se
formeaza in timpul raspunsului inflamator al organismului la infectia cu TB controleazd forma
raspunsului imun specific. Citokinele regleaza, de asemenea, interactiunea dintre sistemul imunitar
st sistemul endocrin la nivel sistemic, prin modularea reactiilor-cheie de aparare [21,22].

Din numarul total de persoane care se imbolndvesc anual de TB, 90% sunt adulti, fiind
inregistrate mai multe cazuri in rindul barbatilor decat al femeilor. TB afecteaza de reguld plamanii
(TB pulmonara), insd poate afecta si alte organe. Din fericire, regimurile medicamentoase
disponibile pot vindeca majoritatea pacientilor [23], iar tratamentul TB este considerat a fi printre
cele mai rentabile interventii de sdnatate [24]. Initierea tratamentului specific adecvat, poate reduce
eficient transmiterea si poate preveni raspandirea bolii.

Principalul factor care determina epidemia TB, inclusiv a TB rezistente in Europa de Est
este transmiterea activa a bacteriilor Mtbc cu tulpini rezistente la medicamentele anti-microbiene
utilizate in tratamentul TB [25].

Se disting mai multe categorii de rezistenta ale Mtbc:

e Monorezistenta - rezistenta micobacteriilor la un singur medicament antituberculos;
e Polirezistenta - rezistenta micobacteriilor la doud sau mai multe medicamente

antituberculoase, cu exceptia combinatiei Isoniazidum (INH) si Rifampicinum (RIF);
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e Multidrogrezistenta (MDR) - rezistenta la INH si RIF, cu sau fard rezistentd la alte
medicamente (dar nu la fluorochinolone si/sau medicamente din grupul A');

e Rezistenta la rifampicind (RR) - rezistenta la RIF detectatd prim metode genotipice sau
fenotipice, cu sau fara rezistenta la alte medicamente anti-TB; RR este categorisita drept TB-
MDR;

e Rezistenta prextensiva (pre-XDR) - rezistenta la INH si RIF si la orice fluorochinolona
(Ievofloxacina (LFX) si moxifloxacina (MFX));

e Rezistenta extensiva (XDR) - rezistenta la INH si RIF, inclusiv la orice fluorochinolona (LFX
st MFX) si cel putin un medicament suplimentar din grupa A (tuberculoza cu rezistentd extinsa
la medicamente) [26].

Mecanismul principal de dobandire a rezistentei la Mtbc este acumularea de mutatii
punctuale in polimorfismul de nucleotid unic, care codifica tinte de medicamente sau enzimele de
conversie, iar rezistenta la medicamente apare prin selectarea mutatiilor in timpul tratamentului
inadecvat [27,28]. Polimorfism de Nucleotid Unic reprezintd o variatie comuna la nivelul unui
singur nucleotid (A, C, T sau G) din genomul uman si reprezintd cea mai mica forma de variatie
geneticd intre oameni. Spre deosebire de alte bacterii, care adesea dobandesc rezistentd prin
sisteme de transfer de gene, cum ar fi schimbul de plasmide, mutatiile Mtbc rezulta, de obicei, din
polimorfisme cu un singur nucleotid, insertii sau deletii mari [29]. Cu toate acestea, rezistenta
primara apare atunci cand tulpinile rezistente sunt transmise 1n acelasi mod ca si tulpinile sensibile
la medicamente. Unii cercetatori au presupus initial cd tulpinile rezistente sunt mai putin virulente
sau rata de transmisie este mai mica decat la tulpinile sensibile la medicamente, din cauza
mutatiilor potential daunatoare [30].

Transmiterea TB RR/MDR este principalul mecanism responsabil pentru prevalenta
crescutd a acestei afectiuni, In comparatie cu dobandirea rezistentei prin tratament inadecvat al TB
sensibile la medicamente [31,32,10]. Acest consens este confirmat de datele de supraveghere de
rutind, care indicd faptul cd majoritatea cazurilor noi de TB RR/MDR apar la persoanele care nu
au primit anterior tratament antituberculos [33,32,34]. Totusi, aceste date nu dau un raspuns clar
la intrebdrile esentiale, cu privire la modul si persoanele intre care se transmite TB RR/MDR [35].

SNP-urile sunt situate in diferite regiuni ale genomului uman si pot afecta diverse aspecte

ale functionarii organismului, inclusiv sensibilitatea la anumite boli, metabolismul

! Medicamentele din grupa A sunt in prezent levofloxacini sau moxifloxacind, bedaquilini si linezolid
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medicamentelor, raspunsul la terapia medicamentoasd sau chiar caracteristici fizice si
comportamentale. In contextul unui studiu efectuat in Spania, retelele genetice au aparut ca o
abordare utilizata pe scara largd pentru a intelege transmiterea agentilor patogeni, fard a se baza
pe date epidemiologice suplimentare. Datele de aliniere SNP au fost folosite pentru a stabili relatia
genetica Intre tulpini, ceea ce a condus la identificarea a 22 de legaturi lipsd in 14 din 21 de retele
genetice. Cu toate acestea, retelele genetice pot sd nu ofere o reflectare exactd a transmiterii din
cauza esecului lor de a integra informatii importante, cum ar fi efectele timpului scurs de la
infectie, diversitatea in interiorul gazdei si potentiala existentd a clonelor multiple in aceeasi gazda.
Acesti factori pot influenta substantial numérul de substitutii observate si probabilitatea de
transmitere.

Prin urmare, in timp ce retelele genetice pot oferi informatii valoroase, rezultatele lor
necesita a fi interpretate cu prudenta si nu ar trebui sa serveasca drept baza unica pentru intelegerea
dinamicii transmisiei [36]. Cercetatorii si-au propus sd investigheze posibilitatea transmiterii TB
inainte de manifestarea simptomelor. In acest context, au analizat un caz care implica un pacient
(G1449) identificat drept transmitator credibil al TB inainte ca acesta sd prezente simptome.
(1449, probabil, a infectat o altd persoand cu mai putin de 2 ani In urma, ceea ce sugereaza ca
transmiterea TB poate avea loc Tnainte de aparitia simptomelor [36].

Pe langa explorarea transmiterii pre-simptomatice, acelasi studiu a examinat si posibilitatea
cand transmiterea ar putea sa aiba loc pana la sosirea persoanelor in tard (Spania). Analizdnd orele
de sosire ale cetatenilor strdini, studiul a demonstrat ca probabil transmiterea a avut loc dupa ce
toate persoanele au sosit in tard avand o probabilitate mare de a transmite TB. Cu toate acestea, in
baza analizei, s-a presupus ca transmisia a avut loc inainte de sosire la cinci cazuri, insd aceste
persoane nu au fost identificate ca transmitatori credibili. Rezultatele studiului a evidentiat
provocdrile identificdrii cu acuratete a transmiterii TB Tnainte de sosire si subliniaza importanta
eforturilor continue de imbunatatire a strategiilor de control si prevenire a TB [36]. Mai mult ca
atat, studiul a evaluat dacd indivizii pentru care s-au estimat perioade mai lungi intre infectie si
diagnostic au dezvoltat cazuri secundare de TB. S-a constatat cd timpul estimat pand la
diagnosticare a fost unul mai lung pentru persoanele pentru care se prevedea cd au infectat doua
sau mai multe cazuri secundare. Acest lucru sugereaza cd diagnosticarea intarziata poate contribui
la cresterea transmiterii si subliniazd importanta diagnosticului si tratamentului prompt in controlul
TB [36]. In general, studiul oferd dovezi stiintifice importante privind faptul c transmiterea TB
poate avea loc pand la aparitia simptomelor, ceea ce are implicatii importante in dezvoltarea

strategiilor de control si prevenire a TB. Concluziile studiului subliniazd necesitatea eforturilor
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continue pentru a imbunatati controlul, diagnosticul si tratamentul TB, cu scopul final de a reduce
povara globala a acestei boli.

David Dowdy si coaut. subliniaza importanta ludrii in considerare a ,,punctelor fierbinti”
(focare) - o alta provocare in controlul eficient al TB. Autorul prezinta un model simplu de
transmitere a TB in Rio de Janeiro, care sugereaza cd o parte semnificativa a transmiterii TB la
nivel comunitar are loc in ,,puncte fierbinti” mici (focare) definite geografic. Povara transmiterii
TB 1n aceste puncte fierbinti este mai mare decat povara incidentei prin TB, ceea ce indicd despre
faptul ca eforturile de control al TB in aceste zone ar putea avea un impact mai mare asupra
controlului TB la nivel comunitar. De asemenea, autorul a observat ca cartografierea geospatiala
anterioard in Brazilia a identificat grupuri de incidentd cu TB care coreleazad cu statutul socio-
economic scazut [37]. Strategiile care vizeazd aceste grupuri, cum ar fi investigarea contactilor si
reducerea disparitatilor socio-economice, pot avea un impact disproportionat in controlul TB. in
schimb, ignorarea acestor puncte fierbinti ar putea limita eficacitatea strategiilor de control al TB
[38]. Dowdy sustine acest argument, demonstrand cd un caz de TB activa intr-un focar genereaza
de 2,6 ori mai multe infectii secundare decat un caz similar din comunitatea generala, din cauza
importanta abordarii focarelor in eforturile de control al TB pentru a obtine rezultate mai bune in
lupta impotriva acestei boli [38].

Eforturile de control impotriva TB au fost subminate de aparitia si raspandirea TB
rezistente la medicamente. Dovezile actuale sugereaza ca cele mai multe cazuri de TB RR/MDR
sunt, probabil, rezultatul transmiterii bacteriilor in timpul tratamentului [39,40,30]. Au fost
identificati mai multi factori care contribuie la transmiterea rezistentei, inclusiv diagnosticul si
tratamentul tardiv [41], factori legati de pacient, cum ar fi varsta conditia fizica si statutul imunitar,
precum si caracteristicile bacteriilor in sine, cum ar fi imunogenitatea [42].

Factori si comorbidititi. Pacientii infectati cu virusul imunodeficientei umane (HIV)
reprezintd una din categoriile cele mai sensibile ale populatiei de a dezvolta TB [43]. Riscul de TB
rezistentd la medicamente este mai mare in rdndul persoanelor infectate cu HIV, decat la pacientii
HIV seronegativi. Mecanismele implicate in dezvoltarea rezistentei dobandite la rifampicina la
pacientii infectati cu HIV nu sunt pe deplin clare. Unul dintre mecanismele mentionate in cadrul
studiilor a fost malabsorbtia medicamentelor antimicobacteriene (RIF si Etambutol (EMB))
asociata cu rezistenta dobandita la medicamente care duc la esecul tratamentului [44], iar regimul
optim pentru tratamentul TB RR/MDR la pacientii cu HIV rdmane a fi inca unul discutabil [45].

Potrivit Martei Gomes si coaut. existd factori independenti care sunt asociati cu TB

rezistentd la medicamente, inclusiv diabetul zaharat, consumul de droguri intravenoase si
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tratamentul anterior al TB [46,47,48,49]. OMS estimeaza ca pacientii cu diabet zaharat alcatuiesc
aproximativ 8% din cazurile noi de TB diagnosticate anual. Combinatia dintre TB si diabet zaharat
reprezintd o amenintare globala pentru sandtate, deoarece populatiile expuse riscului pentru fiecare
dintre aceste boli continua sa se suprapuna. O posibilad cauza a asocierii dintre diabetul zaharat si
TB rezistenta la medicamente este potentiatd de malabsorbtia medicamentelor anti-TB in randul
pacientilor diabetici, ceea ce duce la o eficacitate redusa a tratamentului [50,51].

Constatarile indica faptul ca utilizatorii de droguri injectabile au un risc mai mare de a
dezvolta TB rezistentd la medicamente, comparativ cu persoanele care nu-si injecteaza droguri.
Consumul de droguri intravenoase a fost determinat drept un factor de risc semnificativ, care poate
fi atribuit diagnosticului tardiv de TB, dar si la legdtura dintre consumul de droguri intravenoase
si TB rezistentd la medicamente [52,53,54].

Tratamentul anterior al TB, un alt factor de risc bine stabilit pentru TB rezistenta la
medicamente, cu toate ca TB rezistenta la medicamente poate fi transmisa de la o persoana la alta,
cele mai multe cazuri de rezistenta apar din cauza tratamentului inadecvat, fapt ce permite ca o
tulpind rezistenta la medicamente sa devind dominantd. Desi nu sunt date disponibile privind
genotiparea, nu se exclude si faptul ca pot exista clustere posibile [55,56].

Unul dintre obstacolele in controlul TB, inclusiv in Republica Moldova, este tratamentul
implicit, acesta fiind caracterizat prin intreruperea tratamentului pentru o durata de cel putin 2 luni
consecutive [57]. Acest fapt poate submina controlul eficient al TB, deoarece pacientii care
intrerupt tratamentul pot ramane purtdtori ai infectiei [58], prezentand un risc crescut de reactivare
a bolii [59] si de mortalitate asociatd cu aceasta [60].

Studiu desfasurat in Republica Moldova in perioada anilor 2019-2021 a evaluat
particularitatile clinice si epidemiologice ale recidivelor de TB la 139 de pacienti care sufera de
etilism cronic [61]. Pacientii cu recidive de TB pulmonara si care sufereau de etilism cronic au
prezentat in mare parte boli cronice concomitente, care au influentat negativ evolutia TB si
eficacitatea terapiei medicamentoase. Prin urmare, existd o legdtura directa intre gravitatea
procesului TB si intensitatea etilismului cronic la pacientii care suferd de aceastd afectiune, iar
procesul TB 1n timpul recidivelor bolii se caracterizeaza prin evolutie mai severd decat in cazul
celor diagnosticati cu cazuri noi de TB [61].

Conditionarea reciproca dintre TB si alte boli raméane o problema in asigurarea controlului
eficient al TB in Republica Moldova. Prezenta comorbiditatilor precum HIV/SIDA, diabetul
zaharat, tulburdrilor comportamentale rezultate din consumul de droguri si alcool etc. pot induce

la dificultati in diagnosticul precoce al TB si a initierii tratamentului specific, urmare inclusiv a
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paucisimptomaticei, accesului limitat la serviciile medicale, dar si a constientizarii simptomelor
de TB.

Progresul in eliminarea TB 1n regiunea Europei de Est a fost grav afectata de pandemia
COVID-19, care a cauzat intreruperi ale serviciilor si bariere in accesul la ingrijire, conducand la
o reducere substantiald a diagnosticului TB si a Inrolarii in tratament in aceastd perioada. De
asemenea, razboiul din Ucraina a declansat o escaladare a crizei umanitare care poate avea un
impact grav asupra progresului in atingerea tintelor regionale pentru TB [62]. Pandemia COVID-
19 a avut un impact negativ asupra serviciilor de control al TB din regiune in 2020, ducand la
oprirea progresului remarcabil din anii precedenti [63]. Ca urmare, numarul de pacienti TB
RR/MDR diagnosticati si inrolati In tratament a scazut cu 17,7% la nivel de Regiune, iar rezultatele
tratamentului la pacientii cu TB cazuri noi si recidive au ramas comparabile cu anul precedent si
nu a existat o reducere semnificativa a succesului tratamentului [64].

Principala interventie pentru prevenirea TB este tratamentul preventiv, Tmpreund cu
prevenirea si controlul infectiei TB, cat si vaccinarea BCG pentru copii. OMS recomanda
tratamentul preventiv impotriva TB pentru anumite grupuri, inclusiv pentru persoanele care traiesc
cu HIV si pentru persoanele care provin din contact din focarele de TB confirmate bacteriologic.
in 2021, 3.5 milioane de persoane au primit tratament preventiv impotriva TB, cu o reducere
nesemnificativa fatd de anul 2019, insa intr-un numar mai mare decat in anii precedenti. Cu toate
acestea, numarul total de persoane care au primit tratament din 2018-2021 reprezinta doar 42%

din obiectivul de 30 milioane stabilit pentru perioada de 5 ani, 2018-2022 [34].

1.2 Tuberculoza rezistenta in context mondial, regional si national

TB rdmane una dintre cele mai raspandite boli infectioase la nivel global, iar acest subiect
abordeaza provocarile si solutiile in controlul si prevenirea acesteia, inclusiv, diagnosticul si
tratamentul cazurilor cu TB RR/MDR.

Situatia alarmantd a TB RR/MDR poate fi rezultatul a doud decenii de abordare inadecvata
a sanatatii publice in ceea ce priveste controlul TB si, in special, a stocurilor de medicamente de
prima si de a doua linie care au dus la mono-terapie virtuala in timpul prabusirii Uniunii Sovietice,
utilizarea de medicamente de calitate joasd si practici clinice gresite [65,66,67,68,69]. Dovezi
recente din Uniunea Europeana [65,67,69,70] aratd clar cd mai multe abateri de la ghidurile
recomandate [71] apar chiar si in tdrile unde venitul pe cap de locuitor este mai mare, tari cu
incidenta scazuta a TB, crednd oportunititi pentru dezvoltarea tulpinilor foarte rezistente si

raspandirea acestora [72].
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In 2020, cincizeci de tari din regiunea europeani a OMS (in continuare Regiune) au
raportat rezultatele testelor pentru rezistenta la Rifampicina, iar acoperirea globald cu testele de
sensibilitate la medicamente 1n regiune a fost raportatd a fi de cel putin 92% pentru Rifampicina
printre cazurile de TB pulmonara confirmate bacteriologic. Rate nalte de TB RR/MDR printre
cazurile noi au fost Inregistrate in Ucraina, Kargazstan, Republica Moldova si Tadjikistan si care
au variat de la 20% la 29%. In 14 tari/zone au fost raportate rate de TB RR/MDR printre cazurile
de TB anterior tratate si care au variat intre 15% si 49%. In unele dintre tirile cu prioritate inalti
pentru TB precum Belarus, Federatia Rusa, Kargazstan, Republica Moldova si Armenia, ratele TB
RR/MDR printre cazurile anterior tratate au fost chiar mai mari, depasind in unele tari 50% [73].

La nivel de Regiune, in anul 2020, au fost inrolati In tratament cu regimuri respective
32.544 de pacienti cu TB RR/MDR si 11.979 pacienti cu rezistentd pre-extinsa la medicamente
antituberculoase (pre-XDR-TB). De remarcat ca, anual, la nivel de Regiune, numarul de cazuri cu
TB RR/MDR care incep tratamentul corespunzitor, depaseste numarul de pacienti notificati cu
TB RR/MDR 1in aceeasi perioada, ceea ce indica despre faptul cd mai multe tari cu prioritate inalta
pentru TB raporteazd un numar mai mare de cazuri Inrolate in tratament decat diagnosticate.
Aceasta discrepantd in raportare ar putea fi atribuita raportarilor incomplete, restantelor pacientilor
cu TB RR/MDR, esecurilor frecvente la tratament si intreruperilor tratamentului care duc la
reinrolarea acelorasi pacienti in aceeasi cohorta anuala, dar si supravegherea insuficienta [73].

Pentru a obtine o perspectiva generald asupra evolutiei controlului tratamentului TB 1n
Regiune, si anume in Europa de Est, putem analiza Planul de actiune de control TB 2023-2030.
Conform statisticilor, tarile din Europa de Est si Asia Centrald gazduiesc 24% din cazurile globale
de TB RR/MDR si 47% dintre cazurile pre-XDR-TB.

Republica Moldova este una dintre cele 18 tari ale regiunii europene a OMS in cadrul careia
controlul TB este prioritar si una dintre cele 30 de tari ale lumii cu povara a TB RR/MDR [6].

Un semn distinctiv al epidemiei de TB in fostele tari ale Uniunii Sovietice este rata Tnalta
a TB RR/MDR, sau rezistentd in particular la Izoniazidd si Rifampicind [74] [10]. Odata cu
destramarea Uniunii Sovietice la inceputul anilor ‘90, rata cazurilor de TB s1 TB RR/MDR a
inceput sd creasca In noile state independente, in mare parte din cauza crizei socio-economice,
care a deteriorat sistemele de sanatate [75] [76]. In anii '90 ai secolului XX, in municipiul Chisinau,
precum si in intreaga tard, s-a observat o crestere semnificativda a principalilor indicatori
epidemiologici ai TB, cum ar fi incidenta si mortalitatea. In spitalul municipal de TB din mun.
Chisindu, rata de deces prin TB a crescut de zece ori [77].

Desi existd un numar mare de cercetdri in acest domeniu, dovezile sunt limitate privind

legitura dintre evenimentele istorice specifice sau practici de sdnatate publicd de aparitie a

27



tulpinilor de Mthc rezistente la medicamente, in special, 1n tarile puternic afectate de TB, precum
Republica Moldova. Cu toate acestea, este recunoscut faptul cd combinatia dintre tulburarile
sociale si economice, esecurile sistemelor de sandtate si incarcerarea in masa a creat un mediu
propice selectiei si transmiterii TB rezistente la medicamente in Regiune. Intelegerea contextului
istoric si a factorilor care contribuie la aparitia TB rezistente la medicamente este cruciald pentru
dezvoltarea strategiilor eficiente de control si prevenirea TB in viitor.

Republica Moldova are o incidenta ridicata a TB si conform statisticilor publicate la nivel
national, inregistreaza cele mai mari procentaje ale cazurilor de TB RR/MDR la nivel regional
[78].

Potrivit estimarilor OMS, Republica Moldova urma sa depisteze, in anul 2014 - 154 cazuri
la 100 mii populatie (diapazon: 91-140), real fiind diagnosticate 100 cazuri la 100 mii populatie si
in 2021 - 86 cazuri la 100 mii populatie, real fiind diagnosticate 67 cazuri la 100 mii populatie. in
randul celor 18 tari ale regiunii cu prioritate pentru TB, Republica Moldova s-a clasat in perioada

2014-2022 pe locul doi (dupa Kargazstan) privind incidenta cazuri noi si recidive conform Fig.

1.1 [79] [80] [81].
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Fig. 1.1. Incidenta prin cazuri noi si recidive in 18 tiri ale Regiunii Europene OMS cu
prioritate inalta pentru tuberculoza

Urmare a implementdrii metodelor contemporane de diagnostic, in tard a crescut
semnificativ rata de depistare a cazurilor cu TB, atingdnd rata maxima in anul 2006 (rata de
notificare a cazurilor noi si recidivelor a fost de 135 la 100 mii populatie), dupa care din anul 2007,
incidenta globala prin TB a fost inversata si de atunci continud sa scada cu o medie anuala de
(3,8%). Astfel, catre finele anului 2022, incidenta globald prin TB s-a injumatatit (reducere cu

49%) fati de anul 2006 si s-a redus de circa 1,5 ori (reducere cu 30%) fata de anul 2014. In pofida
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scaderii usoare a incidentei globale prin TB, aceasta raimane un subiect de mare ingrijorare pentru
Republica Moldova.

O provocare majord pentru sandtatea publicd din tard rdmane a fi TB RR/MDR, datorita
nivelului ridicat al rezistentei la medicamente si a ratei semnificative de esecuri in tratamentul
cazurilor de TB RR/MDR. Estimarile OMS au calculat pentru anul 2014 - 1500 [diapazon: 1200-
1600] si pentru anul 2021 — 1000 [diapazon: 790-1200] de cazuri de tuberculoza (toate formele)
de a fi depistate cu TB RR/MDR. In realitate, Republica Moldova a diagnosticat si a notificat in
2014 — 814 cazuri cu TB RR/MDR (sau 54,2% din numarul estimat) si 508 cazuri cu TB RR/MDR
(sau 50,8% din numarul estimat) in anul 2021 (Fig. 1.2). Datele din Fig. 1.2, demonstreaza o
imbunatatire a ratei de detectie privind cazurile cu TB RR/MDR catre anii 2018-2019 (73%),
urmata de o reducere a acesteia pand la 51%, explicand-se prin repercusiunea pandemiei COVID-

19 1n accesarea serviciilor de diagnosticare a TB, inclusiv a TB rezistente [79] [80] [81].

TB RR/MDR estimat versus notificat Rata de detectie a tuberculozei RR/MDR
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Fig. 1.2. Numarul de cazuri estimate si notificate cu tuberculoza RR/MDR si rata de
detectic a RR/MDR-TB (cazuri noi si recidive toate localizarile); Republica Moldova 2014-
2021

Nota: aria umbrita reprezinta banda de incertitudine (diapazonul)

TB pulmonara reprezintd reperul in transmiterea infectiei. La acest capitol, cazurile cu TB
pulmonara s-au redus de la 3680 (90,4 la 100 mii populatie) n 2014 la 1945 (63,1 la 100 mii
populatie) in 2021 cu o reducere anuala de (3,9%). Un alt aspect elucidat in rapoartele OMS este
ponderea cazurilor cu TB pulmonara RR/MDR care demonstreazd capacitatea tarii de a
diagnostica cazurile cu TB RR/MDR printre cazurile deja notificate cu TB pulmonara. In urma
estimarilor OMS, bazate pe numarul de cazuri notificate cu TB pulmonara (disponibile incepand

cu anul 2017), rata de detectie a cazurilor cu TB RR/MDR a variat pe parcursul ultimilor cinci ani
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de la 65% (2019) 1a 89% (2018), aspect ce denotd capacitatea laboratorului de a diagnostica TB
RR/MDR printre cazurile deja confirmate cu TB pulmonara (Fig. 1.3) [79] [80] [81].
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Fig. 1.3. Numarul de cazuri estimate si notificate cu tuberculozi pulmonara RR/MDR si
rata de detectie a tuberculozei RR/MDR-TB cu localizare pulmonara (cazuri noi si
recidive); Republica Moldova 2017-2021

Rata cazurilor cu confirmare bacteriologica printre cazurile cu TB pulmonara a variat de
la 61,1% (2014) la 77,5% (2022), fapt ce denotd o Tmbunatatire in aplicarea pe larg a metodelor
de diagnosticare a TB, dar si in accesibilitatea populatiei la metodele de diagnosticare, in special,

a metodelor rapide (precum ar fi Xpert MBT/RIF).
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Fig. 1.4. Ponderea cazurilor cu tuberculoza RR/MDR printre cazurile noi si re-tratamente,
2014-2021, Republica Moldova

Nota: aria umbrita reprezinta banda de incertitudine (diapazonul)

OMS a estimat pentru anul 2014 o pondere de 24% (diapazon: 21-26) a cazurilor cu TB
RR/MDR printre cazurile noi si de 62% (diapazon: 59-65) printre cazurile de retratament, real
fiind depistate 27,1% de cazuri in randul celor noi si de 65,9% 1n randul cazurilor de retratament

(Fig. 1.4.) [79,80,81].
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Pe parcursul anilor 2014-2021, se observa ca ponderea cazurilor cu TB RR/MDR printre
cazurile noi nu exceda aria diapazonului, cu exceptia anului 2019 (cazuri noi), 2019 si 2021 (re-
tratamente), fapt ce ar putea indica o problema in aplicarea metodelor de diagnostic sau unele
lacune in notificarea si raportarea datelor pentru aceasta perioadd. Observam ca diagnosticarea TB
RR/MDR printre cazurile notificate, in general, corespund estimarilor internationale.

Ratele de succes la tratamentul TB printre cazurile cu TB sensibila si printre cazurile cu
RR/MDR nu au atins tintele de 85% si 75%, respectiv, stabilite de catre OMS [7]. Cauzele de baza
a insuccesului la tratament fiind atribuite in mare parte decesului, esecului la tratamentul pentru

TB si pierdutilor din supravegherea medicala (Figura 1.5.) [79,80,81].
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Fig. 1.5. Rezultatele tratamentului tuberculozei sensibile si rezistente, Republica Moldova,
cohorte 2012-2021

Nota: Pierdut = pierdut din supravegherea medicald; Succes = cazuri vindecate plus cazuri cu tratament incheiat

Ponderea pacientilor pierduti din supravegherea medicald a oscilat intre 4% pentru TB
sensibila si 17% pentru TB rezistentd in randul pacientilor care au initiat tratamentul in 2021 si
2020, respectiv. Rata inaltd a pierdutilor din supraveghere, ar putea fi cauzatd de rezervele in
aplicarea interventiilor centrate pe pacient necesare in finalizarea cu succes al tratamentului, cum
ar fi suportul motivational, nutritional si social, consilierea psihologica pe durata intregii perioade
de tratament, accesibilitatea la medicamentele necesare pentru diminuarea reactiilor adverse in
perioada administrarii tratamentului n conditii de ambulatoriu etc.. De mentionat si faptul ca
intreruperea frecventd a tratamentului duce la dezvoltarea rezistentei la medicamentele

antituberculoase [82,83].

1.3 Raspunsul national in controlul tuberculozei
In Republica Moldova, incepand cu anul 2001 deruleaza Programe nationale de control al

TB, aprobate prin hotarari de Guvern o data la 5 ani. Actualmente in tara deruleaza Programul
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National de Réspuns la Tuberculoza pentru anii 2022-2025 [84] care are drept scop reducerea
poverii TB ca problema de sanatate publica in Republica Moldova.

Ministerul Sanatatii detine controlul primordial in controlul TB din tara. Acesta isi exercitd
atributiile prin intermediul IFP, care detine unitatea de coordonare si monitorizare a implementarii
Programului National pentru Controlul TB in colaborare cu alte entitdti guvernamentale si
neguvernamentale, dar si a partenerilor de dezvoltare. In acordarea asistentei ftiziopneumologice
sunt implicate structurile spitalicesti si cele de ambulatoriu. Structurile spitalicesti reprezinta
institutia de nivel national (IFP) si doua spitale de nivel municipal, localizate in mun. Chisindu si
mun. Balti. IMSP IFP, in calitate de institutie nationald, acordd asistentd specializatd
ftiziopneumologica pentru populatia adulta din intreaga tara, cel din mun. Chisindu — deserveste
populatia adultd din municipiul Chisindu si copii din intreaga tard, iar spitalul municipal din Balti
— deserveste populatia municipiului Balti si regiunea de nord a tarii. Asistenta de ambulatoriu este
acordata prin intermediul centrelor de asistentd medicala teritoriald din mun. Chisindu, cabinetelor
de ftiziopneumologie din cadrul sectiilor consultative ale spitalelor raionale si a centrelor/oficiilor
medicilor de familie, la nivel comunitar. O altd structura a serviciului ftiziopneumologic din tara
cuprinde laboratoarele de referintd si centrele de microscopie. Laboratoarele de referinta (4 la
numadr) deservesc teritorial intreaga tard, dar si stationarele unde sunt localizate. Laboratorul
National de Referinta in microbiologia tuberculozei(LNR) este localizat in cadrul IFP, iar celelalte
3 regionale in cadrul clinicii Vorniceni (departament al IFP), IMSP Spitalului Clinic Balti si IMSP
Spitalului Municipal Bender (regiunea de est a tarii). Centrele de microscopie sunt localizate in
cadrul spitalelor raionale si centrelor de asistentd medicala teritoriala din municipiul Chisinau.

Pe durata anilor, in tard au fost inregistrate progrese majore privind controlul TB. Republica
Moldova s-a aliniat strategiei DOTS (Directly Observed Treatment Strategy) din anul 2001 prin
programe pilot, iar catre sfarsitul anului 2004 aceasta a cuprins intreaga tara. DOTS este o strategie
de tratament standardizata recomandatda de OMS pentru tratarea TB si care se bazeaza pe cinci
elemente de baza: 1) diagnosticul bacteriologic prin microscopie a fiecarui caz suspect de TB; 2)
tratament cu un regim standardizat de medicamente antituberculoase; 3) administrarea
medicamentelor Th mod direct observat (adesea de cétre un lucrator de sandtate) pentru a asigura
conformitatea si completarea tratamentului; 4) monitorizarea efectelor secundare ale
medicamentelor si respectarea tratamentului; 5) monitorizarea sistematica a rezultatelor
tratamentului si raportarea acestora. Strategia DOTS are o eficacitate ridicata in tratarea TB si a
fost implementata cu succes in multe tari, fiind considerata drept o abordare esentiald in lupta

impotriva TB la nivel mondial.
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Republica Moldova a implementat cu succes o serie de politici si mdsuri care vizeaza
prevenirea si ingrijirea pacientilor cu TB cu implicarea constantd a asistentei medicale primare in
depistarea timpurie si tratamentul direct observat. Este asigurat accesul universal la diagnosticul
si tratamentul TB de calitate pentru toatd populatia, cu o acoperire geograficd completd. Au fost
dezvoltate politici de suport pentru un tratament adecvat al TB. Republica Moldova este prima tara
din regiune care a extins disponibilitatea metodei rapide GeneXpert la nivelul intregii retele de
laboratoare care efectueaza microscopia (59 de laboratoare). A fost modernizat diagnosticul de
laborator cu alte metode rapide de diagnosticare. In dezvoltarea politicilor de control al TB, tara a
urmat recomandarile OMS si a altor organizatii din domeniu.

Politici de tratament pentru TB. in Republica Moldova tratamentul TB pentru toti
pacientii este gratuit. In perioada studiului (2014-2015) tratamentul pentru TB a fost ghidat de
Protocolul Clinic National — 123, Tuberculoza la adulti, elaborat in conformitate cu ghidurile de
tratament ale OMS si aprobat de catre Ministerul Sanatatii [85].

Astfel, pacientii cu TB sensibila primeau un tratament standard cu 4 medicamente (INH,
RIF, PZA, EMB) in primele 2-3 luni (in functie de realizarea conversiei sputei), In urmatoarele 4
luni se continua cu 2 preparate: INH si RIF. In majoritatea cazurilor, durata totala a tratamentului
pentru tuberculoza sensibila era de 6 luni, iar in unele cazuri, durata tratamentului putea fi
prelungita.

In cazul formelor mai grave de TB, cum ar fi TB RR/MDR sau TB XDR, regimurile de
tratament erau complexe, mai lungi, necesitdnd o combinatie de medicamente antituberculoase si
alte interventii medicale. Pacientilor cu TB RR/MDR 1i se administra un tratament cu un regim
standardizat compus din cinci medicamente de linia a 2-a%, inclusiv o flurochinolond (LVX si
MFX), un preparat antituberculos injectabil de linia a 2-a (capreomicina (CAP) sau amikacind
(AMK)), etionamida (ETH), cicloserina (CS) si/sau pirazinamida (PZA). Tratamentul era ajustat,
la necesitate in baza rezultatelor testelor de sensibilitate fenotipice sau moleculare la medicamente
antituberculoase. Durata tratamentului TB RR/MDR depindea de momentul conversiei culturii
sputei si consta din faza intensiva de 6-8 luni urmata de faza de continuare cu o durata de 12-16

luni.

2 Medicamente de linia a 2-a:

Grupul A = levofloxacin sau moxifloxacin, bedaquiline si linezolid;

Grupul B = clofazimine si cycloserine sau terizidone; si

Grupul C = ethambutol, delamanid, pyrazinamide, imipenem—cilastatin sau meropenem, amikacin (sau streptomycin),
ethionamide sau prothionamide, and p-aminosalicylic acid.
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La pacientii cu TB sensibild cu microscopia frotiului pozitivd la BAAR, 1n special, la cei
cu o evolutie avansata a boli, precum si la pacientii cu TB RR/MDR tratamentul se initia in unul
din spitalele specializate pentru tratamentul TB, unde pacientii erau spitalizati pentru o perioada
de 4-6 luni sau cel putin pana la realizarea conversiei sputei.

Tratamentul TB este de duratd. Acesta varia de la 6 pina la 24 luni pentru regimurile mai
vechi de tratament, ceea ce poate conditiona reducerea compliantei la tratament a pacientului.
Pacientii cu TB RR/MDR necesitd un tratament prelungit (de cel putin 18 luni) care presupune
utilizarea unei game mai largi de medicamente de linia a doud cu toxicitate mai crescutd fata de
preparatele de prima linie. Daca nu li se acorda tratament adecvat, pacientii pot rdimane contagiosi
si rdaman a fi o sursd de transmitere ulterioard [27]. Aplicarea regimurilor noi de tratament, in
special, pentru TB cu forme rezistente si care urmaresc micsorarea duratei de tratament pana la
vindecare devin directive prioritare pentru cercetari.

Pacientii cu TB XDR adesea sunt spitalizati pentru tratament, ceea ce creste costurile atat
pentru sistemul de sanatate, cat si pentru pacient si probabil creste riscul de transmitere
nosocomiald [86]. Desi medicatia In cazul tratamentului TB rezistente la medicamente este
aproape intotdeauna asigurata prin tratamentul direct observat [87], eficienta acestei metode este
des dezbatuta. Intreruperea tratamentului prezintd ingrijorari etice cu privire la riscurile pentru
sanatate pe care le prezintd pacientii infectiosi, pentru contactele lor din familia apropiata si
comunitatea, in general [88]. Acest lucru genereaza problema echilibrarii drepturilor individuale,
cum ar fi autonomia si libertatea de circulatie, cu dreptul comunitatii la un mediu sdnatos [89].

Tratamentul In timpul spitalizdrii este supravegheat de medicul ftiziopneumolog din
stationar, 1ar dupd externarea din spital, pacientul continua sd primeasca tratamentul antituberculos
in conditii de ambulatoriu. In sistemul de ambulatoriu, tratamentul pentru TB este supravegheat in
cadrul spitalului raional de catre medicul ftiziopneumolog si/sau de catre medicul de familie la
nivel de asistentd medicald primara, cel mai apropiat de domiciliul pacientului. Pacientul trebuie
sa vina zilnic la oficiul medicului ftiziopneumolog sau celui de familie pentru a-si primi medicatia
sub observatie directd a lucratorului medical.

Recent, au fost recomandate de cétre organizatiile internationale (OMS) regimuri scurte de
tratament pentru TB cu o durata intre 6 si 9 luni, In functie de tipul de rezistenta si gravitatea TB.
Beneficiile regimurilor scurte de tratament TB includ o perioadd mai scurtd de tratament, o
eficacitate mai mare in combaterea TB si o reducere a riscului de aparitie a efectelor secundare
asociate cu medicamentele antituberculoase. Cu toate acestea, regimurile scurte de tratament a TB

nu sunt adecvate pentru toate formele de TB si nu sunt intotdeauna eficiente in tratarea formelor
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mai grave de TB. De aceea, este important ca un medic specialist sd recomande un tratament
adecvat in functie de tipul rezistentei si severitatea TB.

Incepand cu anul 2021, Republica Moldova a inceput si implementeze regimuri scurte de
tratament, de 9 luni, pentru TB RR/MDR 1in cadrul unui studiu operational de studiere a regimului
scurt de tratament n Regiune.

La sfarsitul anului 2021, numarul tarilor care utilizeaza BDQ 1n regimul lor de tratament
pentru TB rezistenta a crescut la 124, in timp ce 109 de tari utilizau regimuri mai lungi cu
medicamente administrate pe cale orala, iar altele 92 utilizau regimuri scurte pentru tratamentul
TB RR/MDR. Desi a existat o variatie considerabild a acoperirii testelor pentru TB RR/MDR 1n
randul tarilor, 20 din cele 30 de téri cu povara ridicata de TB RR/MDR au obtinut o acoperire de
testare de peste 80%. Cu toate acestea, acoperirea globala a testelor pentru rezistenta la
fluorochinolone a fost mult mai mica, de aproximativ 50%, si cu o acoperire de aproape 100% in
Regiune si sub 20% 1n regiunea Pacificului de Vest [34].

Potrivit OMS, diminuarea duratei TB prin depistare si tratament va reduce, inclusiv

prevalenta prin TB, dar si transmiterea acesteia [34].

1.4 Diagnosticul tuberculozei

Pentru confirmarea etiologica a TB pacientilor li se colecteaza probe biologice inainte de
initierea tratamentului antituberculos, acestea fiind apoi examinate in laboratoarele de referinta din
zona de deservire.

Traditional, diagnosticul TB se bazeaza pe trei metode principale: microscopia prin
coloratia Ziehl-Neelsen pentru detectarea bacteriilor acido-alcool rezistente (BAAR),
insdmantarea pe medii nutritive solide (LJ) si lichide (BACTEC MGIT 960) pentru detectarea si
identificarea micobacteriilor. Utilizarea acestor metode bacteriologice a dus la o identificare cu
20-40% mai mare a cazurilor de TB cu emisie bacteriand comparativ cu metoda microscopica si a
furnizat culturi de Mrbc necesare pentru a determina sensibilitatea la medicamente
antituberculoase [26].
culturale (fenotipice) si moleculare (genotipice). Aceste tehnologii se completeaza reciproc si sunt
esentiale pentru diagnosticarea si tratamentul eficient al TB [90,91].
pulmonara, trebuie mentionat ca majoritatea copiilor (75,4%) au rdmas sensibili la medicamentele
de linia ntai. In randul tulpinilor diagnosticate cu rezistenti la medicamente, rata de TB RR/MDR

a fost de 16,8%, ceea ce indicad o vulnerabilitate epidemiologica [26]. Este dificil sa se detecteze
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rezistenta la TB la copii din cauza mai multor factori, cum ar fi dificultatea acestora de a expectora
sputa, prezenta frecventd a formelor extrapulmonare ale bolii si simptomele care se suprapun cu
alte afectiuni comune ale copilului [92]. Tratamentul TB la copii si adolescenti are propriile
caracteristici datoritd absentei frecvente a bacteriilor, ceea ce face imposibild determinarea
medicamente antituberculoase, cat si modalitatile de administrare a acestora [93].

Una dintre cele mai importante masuri pentru depistarea si prevenirea TB la copii si
adolescenti este identificarea, diagnosticarea si tratamentul pacientilor adulti cu TB [94] [95]. In
plus, identificarea contactilor pacientilor cu TB este cruciala pentru depistarea, controlul si
prevenirea raspandirii bolii, inclusiv la copii [96].

Potrivit standardelor internationale actuale pentru gestionarea TB, cea mai utilizata,
eficientd si economa metoda de depistare este cea pasiva, care implica pacientul simptomatic sa se
prezinte direct la serviciul de asistentd medicald primara [97,98]. In prezent, medicul de familie
din asistenta medicala primara efectueaza o examinare clinica initiald si apoi referd pacientul la
serviciul specializat in ftiziopneumologie pentru investigatii si stabilirea diagnosticului de TB
[99,100].

In conformitate cu ghidurile operationale ale OMS [101], depistarea activa a TB in tarile
cu venituri medii si mici se bazeaza pe examinarea anumitor grupuri de populatie cu risc sporit de
imbolnavire. Conform Protocolul Clinic National ,,Tuberculoza la adult”, versiunea publicatd in
2020 [102], grupurile cu risc sporit de imbolnavire in Republica Moldova sunt contactii bolnavilor
de TB identificati prin ancheta epidemiologica, persoanele care au suferit anterior de TB sau au
sechele post-tuberculoase, persoanele HIV infectate, cele cu imunitate compromisd sau care
primesc tratament imunosupresiv (tratament cortizonic, chimioterapie, radioterapie, terapie
biologica anti-TNF-a), pacientii cu diabet zaharat, boli psihice sau internati in institutii
specializate, migrantii, persoanele fard adapost, personalul din echipele de asistentd medicala
urgenta si din institutiile specializate in ftiziopneumologie [98,99].

Introducerea si utilizarea pe scara larga a testului GeneXpert MTB/RIF a imbunatatit
stabilirea diagnosticului si a redus atat timpul de initiere a tratamentului, cat si timpul de
confirmare a cazurilor cu TB rezistenta la medicamente, astfel reducand transmiterea TB in randul
populatiei generale, cat si transmiterea nosocomiald. Astfel, putem concluziona ca imbunatatirea

serviciilor de diagnosticare au jucat un rol important in reducerea poverii TB.
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1.5 Importanta secventierii intregului genom al Mycobacterium tuberculosis

Pentru o perioada extinsa de timp, instrumentele de genotipare moleculard au fost utilizate
pentru a defini lanturile de transmisie a clusterelor de tulpini de Mtbc. Pentru o astfel de analiza
sunt utilizate o varietate de instrumente, cum ar fi: prezenta/absenta secventelor distantiere
(Spoligotyping), lungimea modelelor repetate in tandem (24-loci-MIRU-VNTR) sau, mai recent,
prin secventierea Intregului genom micobacterian (WGS). Fiecare metoda a fost propusd ca
tehnica de genotipare in calitate de standard de aur pentru detectarea evenimentelor de transmisie
intr-un anumit interval de timp, iar selectarea metodei optime pentru o anumita intrebare este
dificila, deoarece parametrii importanti (de exemplu, intervalul de timp pe care il poate cuprinde
un anumit focar) nu sunt bine definite [103].

Secventierea intregului genom, ca instrument de diagnostic molecular, a fost foarte
dezvoltat in cercetarea TB incepand cu anuntarea primei secvente complete a genomului H37Rv
comune au fost de peste 80% [104] [105], dar putine studii au evaluat prognozarea TB RR/MDR
si XDR pe baza WGS [106].

Studiile nationale privind rezistenta la medicamente efectuate intre 2006 si 2017 au
evidentiat o crestere a prevalentei TB RR/MDR in randul noilor cazuri de la 5,0% 1n 2000 la 26%
in 2017, iar in randul pacientilor tratati anterior, de la 33,2% la 56% in baza datelor din Registrul
National al TB (SIME TB) [107,108]. Pentru a investiga baza genomica a tuberculozei rezistente
in Republica Moldova, cercetatorii au efectuat secventierea intregului genom al izolatelor de
micobacterii de la 190 de pacienti cu tuberculoza sensibild la medicamentele antituberculoase, TB
RR/MDR (non-XDR) si TB XDR care au fost identificate si colectate ca parte al studiului TB-
portal [109]. Studiul a implicat analiza genomicd a 278 de izolate Mtbc (239 rezistente si 39
sensibile la medicamente) de la 190 de pacienti diagnosticati cu TB [110]. Studiul s-a axat pe
analiza izolatelor din doud genotipuri dominante - H3 (Ural) si Beijing [111], care au fost
distribuite aproape in proportie egald - 41% pentru Ural si, respectiv, 38% pentru grupul de linie
Beijing. Analiza filogenetica bayesiand [112] a SNP-urilor genomice a demonstrat structuri
evolutive diferite intre probele Beijing/2.2.1 si H3/4.2.1. Testele de sensibilitate la medicamentele
fenotipice la medicamente [110].

Studiile anterioare ale focarelor locale de TB au descoperit una sau mai multe tulpini cu o
diversitate mica care circula, ceea ce este interpretat ca dovada a transmiterii rapide de la persoana
la persoana a unei singure linii, de obicei, rezistente la preparatele antituberculoase, mai degraba

decat dezvoltarea rezistentei la medicamente in timpul tratamentului [113,114]. Prevalenta
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subliniilor H3/4.2.1 in Republica Moldova face dificila determinarea cazurilor de reactivare sau
reinfectare. Studiul a constatat o similitudine genomicd ridicata intre tulpinile circulante si o
variatie genomica semnificativa intre probele pereche cu aceeasi clasificare a liniei [115]. Acest
lucru sugereaza ca transmiterea de la persoana la persoand a TB rezistente la medicamente este
probabil mult mai frecventd decat se recunoaste in prezent. Studiul a observat, de asemenea,
modele similare in sublinia Beijing/2.2.1, indicand faptul ca efectul structurii genealogice a tulpinii
circulante nu este specific unei singure linii [116,10,117,118]. Studiul a remarcat faptul ca
acoperirea scazuta a locatiilor cu SNP-uri rezistente la medicamente ar putea afecta detectarea
variantelor rezistente la medicamente de frecventa scazuta in analiza lor. Unele probe discordante
au avut o acoperire scazuta in aceste locuri [110].

In studiu s-a utilizat secventierea genomici pentru a furniza dovezi convingitoare ale unei
tulpini clonale predominante, cu o diversitate foarte mica in randul probelor analizate. Aceasta
structura a populatiei sugereaza ca indivizii pot fi reinfectati de o tulpina circulanta strans legata,
la fel de frecvent ca infectia initiala care nu a fost complet eradicatd prin tratament. Rezultatele
studiului au constatat, de asemenea, cd secventierea genomica a furnizat dovezi convingatoare ca
in cazurile clasificate anterior ca recidive (folosind genotiparea specificd locusului) au fost, de
fapt, reinfectarea datorita diversitatii genomice semnificative dintre probele pereche longitudinale
[110].

Secventierea intregului genom (WGS) a izolatelor clinice de Mtbc este utilizata pentru a
identifica evenimentele de transmitere pe baza distantei genetice scazute dintre tulpinile transmise
[11]. Dinamica transmiterii intre pacienti si persoanele de contact poate fi astfel diferentiatd de
evenimentele de reinfectie cu o tulpind TB RR/MDR diferitd [12].

Prin aplicarea metodelor standardizate de genotipare moleculara pe un esantion
retrospectiv de izolate Mtbc pe parcursul anilor 2009-2011, s-a constatat cd aproximativ 5% dintre
pacientii cu TB pan-sensibilda la momentul initial, au dezvoltat TB RR/MDR 1in timpul
tratamentului in spitalele din Republica Moldova, ceea ce indicd o posibild transmitere
nosocomiald [119].

Combinarea rezultatelor genotipdrii izolatelor din complexul Mtbc cu datele
epidemiologice traditionale permite confirmarea sau excluderea transmiterii TB ca parte a
supravegherii cazurilor cu TB [118,120]. Disponibilitatea datelor privind secventierea intregului
genom a crescut in ultimii ani, in principal datorita sciderii costurilor de secventiere [121]. In plus,
multi cercetatori partajeazd acum datele brute din proiectele lor in depozite publice cu acces
deschis, cum ar fi Arhiva de citire a secventelor de informatii despre biotehnologie a Centrului

National pentru Biotehnologie [122]. Aceste date brute privind secventierea intregului genom
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micobacterian care sunt disponibile public pentru mii de izolate, permit reutilizarea pe scara larga
si dezvoltarea de analize suplimentare si complementare [123,124].

In prezent, pentru a efectua secventierea completd a genomului, se utilizeazi, in general,
culturi izolate pe medii nutritive, deoarece este necesara o cantitate relativ mare de ADN, de
calitate, pentru a genera date complete pentru o anumiti proba. In ciuda eforturilor depuse pentru
a efectua secventierea integrald a genomului direct din sputd, rezultatele sunt variabile [125].

Pentru a creste eficacitatea si a reduce costurile aplicatiilor de secventiere, ar fi benefic sa
fie incluse in fluxurile de lucru pentru diagnosticarea TB, in principal al TB rezistente prin
identificarea mutatiilor care rdspund de un anumit fenomen de rezistenta.

Este important sa se tind cont de faptul ca analiza si interpretarea datelor de secventiere de
urmatoarea generatie, cat si secventierea genomului integral, utilizate pentru a detecta rezistenta
la medicamentele indicate in tratamentul TB direct din probele clinice, necesitd o abordare
analitica standardizata, validata, coordonata si colaborativa in laboratoarele respective [126].

Metodele traditionale de genotipare includ fingerprinting-ul ADN IS6110 [127],
Spoligotyping (bazat pe CRISPR) [128] si numarul variabil de repetatii in tandem ale unitatilor
interspersate repetitive ale micobacteriilor (MIRU-VNTR) [129], care este cea mai utilizata
metoda in prezent [130]. Metoda MIRU-VNTR se bazeaza pe numarul de copii al unei secvente
in modele de repetatii In tandem derivate din 24 de loci distincte din genom [131]. Dacéd doi
pacienti au acelasi model de genotipare traditionald, cum ar fi un model MIRU-VNTR de 24 de
loci (sau o diferentd de pana la un loc [131]), sunt considerati a fi In cadrul aceleiasi cai locale de
transmitere.

Introducerea iminenta a secventierii intregului genom (WGS) in laboratoarele de referinta,
care va Inlocui in cele din urma MIRU-VNTR, este de asteptat in curand sa schimbe practicile de
urmdrire a contactilor. In timp ce tastarea 24-loci MIRU-VNTR poate indica o legaturi intre doua
tulpini, sugerand transmiterea intre doud persoane, ar putea sugera, de asemenea, ca doud persoane
au dobandit TB in aceeasi zoni cu prevalentd ridicata si apoi si-au reactivat boala. In Anglia, acest
lucru este tipic pentru migranti sau stramutati care tind sd se stabileasca intr-o singurd regiune.
Secventierea intregului genom are mai multe beneficii fatd de tastarea MIRU-VNTR [132], in
primul rdnd, permite determinarea rapida a dovezilor genetice ale rezistentei la medicamente si
[133,117,134]. In al doilea rand, s-a dovedit a fi utila in investigarea transmiterii TB, cu o rezolutie
mai buna decadt MIRU-VNTR, si poate indica, de asemenea, directia de raspandire, care nu a fost

posibila anterior [135].
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Deoarece rezistenta la medicamente a izolatelor complexului Mtbc este cauzatd de variatii
cromozomiale, predominant polimorfisme de un singur nucleotid si uneori cu insertii si deletii,
[28] secventierea integrald a genomului are potentialul de a identifica toate mutatiile asociate
rezistentei la medicamente Intr-un anumit izolat clinic de Mtbc [136]. Secventierea intregului
genom a avansat foarte mult capacitatea de a urmari transmiterea directd a Mtbc [137], insa cu
toate acestea, nu este inca pe deplin clar cum ar trebui folosite toate informatiile genetice generate
de WGS.

Secventierea integrald a genomului a expus o gama larga de diversitate geneticd in cadrul
gazdei 1n infectia cu TB. O serie de studii au raportat cu privire la eterogenitatea micobacteriei in
cadrul gazdei si implicatiile sale pentru controlul TB [120] [138]. In special, unele studii au
raportat ca variabilitatea genomica la un pacient cu TB poate fi mai mare decat variabilitatea
observatd intre oricare doud cazuri legate epidemiologic [120]. Alte studii au sugerat ca
diversitatea in cadrul gazdei poate confunda atat diagnosticul fenotipic, cat si diagnosticul
molecular rapid pentru rezistenta la medicamente, cu impact sever asupra eficacitatii tratamentului
si conducand la selectarea clonelor rezistente la medicamente in timpul tratamentului [139].

Intr-un studiu dezvoltat pe baza altor analize existente, pentru interpretarea mutatiilor
detectate prin secventierea tintitd de generatia urmatoare sau secventierea intregului genom pentru
medicamentele-cheie de prima si a doua linie, regulile specifice pot ajuta cercetatorii sa
interpreteze cel mai bine datele genetice generate de secventiere pentru a determina profilurile
complete de rezistentd ale tulpinilor clinice si pentru a ghida tratamentul adecvat al infectiilor.

A fost utilizatd o abordare a expertilor, bazatd pe consens, pentru a dezvolta o procedura
standardizatd pentru clasificarea mutatiilor asociate rezistentei la medicamente. Datele colectate
au fost utilizate pentru a calcula frecventa fiecarei mutatii in izolate Mtbc rezistente si sensibile, si
pentru a deriva un raport de probabilitate. In aceastd abordare, probabilitatea si cotele au fost
utilizate pentru a evalua Tn mod obiectiv dacd mutatiile au fost asociate pozitiv sau negativ cu
rezistenta fenotipicd. Folosind acest rationament, pragurile adoptate n mod obisnuit in medicina
bazatd pe dovezi au fost adaptate pentru a clasifica mutatiile Mtbc [140] [141] [142].

In cazul preparatului antimicrobian Isoniazidum (INH), nu au fost pe deplin clarificate
mecanismele moleculare ale rezistentei fatd de Mtbc, cele mai frecvente mutatii care confera
rezistenta la izoniazidd au fost observate in regiunile genei katG si fabG1/inhA sau mabA/inhA
[143]. Revizuirea a inclus date colectate din 127 de studii care au analizat tulpini izolate din 42 de
tari in perioada anilor 1992-2014. Pentru a estima sensibilitatea si specificitatea detectarii
rezistentei la INH utilizdnd mutatiile identificate In revizuirea lui Miotto ca predictor, s-au utilizat

doar mutatiile cu grad de incredere 1nalt, mediu si scazut. Sensibilitatea si specificitatea estimata
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pentru detectarea rezistentei la INH au fost de 78% (95%IC: 77,6-79,1) si, respectiv, 100,0%
(95%IC: 99,7-100,0). Este important de mentionat cd aceastd estimare nu a inclus mutatiile
asociate cu rezistenta fenotipica la INH, care nu au putut fi clasificate din cauza datelor insuficiente
[144].

In cazul RIF, un alt antibiotic de prima linie utilizat in tratamentul TB, rezistenta acesteia
fatd de Mtbc este cel mai frecvent asociatd cu mutatii intr-o regiune bine definita, de 81 de perechi
de baze a genei rpoB [145]. In general, mai mult de 95% din Mtbc rezistente la RIF au mutatii care
apar 1n aceastd regiune si care determina rezistenta la RIF [146] [28].

Un alt studiu care a fost efectuat in nordul orasului Lima, Peru, intre anii 2009 si 2012, care
a investigat transmiterea TB in familii cit si rezultatele tratamentului antituberculos. In aceasti

perioada au fost colectate saizeci si trei de izolate de TB, iar cel mai mare grup de izolate (n=148)

.....

pozitive. A fost constatat cad metodele traditionale de genotipare au o rezolutie mai micd in
identificarea clusterelor de transmisie in comparatie cu secventierea intregului genom, 1n special,
atunci cand se ia 1n considerare variatia regiunilor. Proportia diversitatii genomice legata direct de
rezistenta la medicamente a fost, de asemenea, identificata a fi scazuta si s-a sugerat ca rata lenta
a evolutiei modelului MIRU-VNTR de-a lungul deceniilor ar putea explica gradul ridicat de
diversitate genomicd observatd. Cu toate acestea, MIRU-VNTR poate oferi in continuare o
rezolutie suficientd in setdrile de prevalentd scdzuta, unde majoritatea cazurilor de TB tind sa fie
importate [133] [117]. Pe parcursul studiului au fost identificate multe legaturi genomice folosind
un prag de distantd SNP < 5 care nu au fost descoperite in cadrul investigatiilor de contact ale
familiilor, oferind dovezi ca transmiterea tuberculozei poate avea loc oriunde in comunitate si cd
numai investigatia contactilor din cadrul familiilor poate sd nu fie suficienta pentru a identifica si
trata cazurile secundare de TB [42].

Mai multe studii epidemiologice moleculare din Africa Subsahariand si zonele rulare ale
Vietnamului [147] sugereaza cd cea mai mare transmitere a Mtbc are loc intre gospodarii, mai
degrabd decat in interiorul acestora, ceea ce subliniazd importanta identificdrii setdrilor
semnificative pentru transmitere. Interventiile specifice pot fi implementate pe baza acestor
cunostinte pentru a Tmbundtati controlul infectiilor si identificarea activa a cazurilor. Unitatile
sanitare, in special, in zonele endemice de HIV, reprezinta un cadru critic pentru transmiterea TB
din cauza mixului de pacienti infectiosi cu persoane sensibile la infectare. Intarzierile in

diagnosticare si izolarea cazurilor infectioase cresc riscul transmiterii nosocomiale [148] [149].
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Autorii cercetarii ,,Studiul dinamicii transmisiei izolatelor de tuberculoza cu secventierea
intregului genom in sudul Suediei” au efectuat o analizd a legaturilor epidemiologice cu
genotiparea Intr-o tard cu o povara scazuta, unde TB 1n cea mai mare parte este raportatd la migranti
si la persoanele fard adapost. Incidenta scazutd a TB in tard reprezinta o provocare pentru urmarirea
epidemiologicd a contactului, care este cruciald pentru controlul si prevenirea raspandirii
infectiilor [150] [128] [151]. Pentru a aborda acest lucru, studiul a folosit comunicarea personala
ca baza pentru urmarirea epidemiologica, urmata de genotiparea tulpinilor izolate [152]. Populatia
studiului a fost formata din izolate de la 801 de pacienti cu TB, eligibili si care au urmat tratament
pe parcursul anilor 2004 si 2014 din cadrul a patru clinici de boli infectioase si o clinica pediatrica
din judetul Scania, Suedia. Ultimele 93 de izolate au fost selectate pentru secventierea intregului
genom datoritd conexiunilor epidemiologice 1n perechi sau grupuri. Majoritatea pacientilor erau
adulti la momentul diagnosticarii, iar TB pulmonara a fost cea mai frecventa forma de TB. In
comparatie cu metodele traditionale de genotipare si de urmarire epidemiologica, secventierea
integrald a genomului a avut o potrivire generala ridicata 1n identificarea transmisiilor de grup in
aceasta populatie de pacienti cu sarcina redusd [153]. Cu toate acestea, studiul a constatat, de
asemenea, cad metoda de genotipare MIRU-VNTR a grupat opt pacienti suplimentari in comparatie
cu WGS, ceea ce este In concordanta cu alte studii care sugereaza ca MIRU-VNTR supraestimeaza
transmiterea Mtbc in tarile cu incidenta scazuta [152] [154].

Studiul a evidentiat provocarea depistarii contactului epidemiologic la sub-populatiile cu
abuz de alcool si/sau droguri, persoanele fara adapost, conditii de viata precare si varsta Tnaintata.
Aceste populatii sunt mai sensibile de a avea tulpini endemice care pot provoca focare de TB, ceea
ce face dificild identificarea tarii de infectie si masurarea eficacitatii controlului TB in Suedia
[155]. Un punct forte al studiului este acoperirea ridicata intre legaturile epidemiologice si WGS,
ceea ce a permis identificarea izolatelor TB cu o identitate comund a tulpinii, care se deosebesc
doar printr-un numar mic de SNP-uri intr-o comparatie pe perechi. Studiul a constatat, de
asemenea, ca o intrerupere de 12 SNP-uri a fost valabilad in Suedia (tara cu incidenta prin TB joasd).
Cu toate acestea, studiul a remarcat ca, desi WGS ofera o rezolutie crescuta fata de clusterizarea
bazata pe MIRU-VNTR, este posibil sd nu fie suficienta pentru rezolvarea completd a lanturilor
de transmisie [152,156,117].

Studiile efectuate pe diferite cohorte din Republica Moldova au demonstrat ca cohorta TB
RR/MDR este in mare parte impartita in doua genotipuri: Ural si Beijing [25] [10] [157] [158]. In
articolul ,,Transmitere nosocomiald recentd si genotipuri de Mycobacterium tuberculosis
multidrog rezistenta”, autorii prezinti o desfisurare geografica a genotipului molecular Beijing. in

Letonia, Japonia si regiunea Marii Aral din Asia Centrald, majoritatea izolatelor cu rezistenta TB
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RR/MDR apartin genotipului molecular Beijing [159,160,161]. In Letonia si in alte tiri din fosta
Uniune Sovieticd, existd un procent ridicat de genotipuri Beijing in randul cazurilor de TB
RR/MDR, in timp ce in Japonia si Vietnam, doar un procent mic din genotipurile Beijing izolate
au avut TB RR/MDR [162,163]. In Letonia, tipul molecular Beijing este asociat cu o rata ridicata
de TB RR/MDR, care este, de asemenea, tipic pentru tarile din fosta Uniune Sovietica. Prevalenta
genotipului familiei Beijing variaza intre diferite tari si nu este neaparat asociatd cu rezistenta la
medicamente [164,165].

Asociere puternicd intre transmiterea recentd a TB, rezistenta la medicamente multiple si
genotipul Beijing din regiunea baltica a fost reflectata intr-un alt studiu de referire [166,167]. Din
cele 73 de cazuri de tuberculozd TB RR/MDR, 74% au fost grupate, indicand o transmitere recenta,
in timp ce doar 34% dintre cazurile sensibile la medicamente au putut fi grupate [168]. Japonia nu
a aratat o diferenta 1n ratele de grupare intre TB RR/MDR R si izolatele sensibile la medicamente
[169,170,171]. Legaturile epidemiologice au fost gasite in 32% din cazurile d¢ TB RR/MDR
grupate 1n spitale, iar proportia scizutd a legaturilor epidemiologice care utilizeazd metode
conventionale de urmadrire a contactelor sugereaza necesitatea unei combinatii de metode
conventionale si moleculare in investigarea clusterelor. Studiile efectuate Tn nordul Olandei si
Norvegia au descoperit proportii mai mari de conexiuni epidemiologice in rAndul cazurilor de TB
RR/MDR grupate [172,173].

Ratele ridicate de grupare a tipurilor moleculare a Mtbc RR/MDR indica transmiterea
continud a TB rezistente in populatia studiatd, spitalizarea in sectiile de TB fiind cel mai
semnificativ factor de risc pentru transmiterea recenta. Tratamentul anterior este recunoscut ca
fiind cel mai puternic factor de risc pentru TB RR/MDR, potrivit unei revizuiri recente [164].

Capacitatea WGS de a deduce cu incredere evenimente de transmitere directd pe baza
distantei genetice in cadrul studiului nostru este limitata de clonalitatea ridicata a catorva grupuri
cu prevalenta ridicatd, unde 92% dintre tulpinile TB RR/MDR din Republica Moldova apartin
unor grupuri presupuse de transmitere [158]. In cadrul articolului este descrisa circulatia recenti a
3 clustere distincte de Mtbc (1 din linia Ural si 2 din linia Beijing) responsabile pentru marea
majoritate a cazurilor de TB RR/MDR in Moldova. In timp ce aceste clustere impartisesc mutatii
similare care confera rezistentd INH si RIF, existd mutatii in clustere suplimentare specifice care
conferd rezistenta la preparatele antituberculoase importante de linia a doua si critice pentru
succesul tratamentului TB RR/MDR. Retelele largi de transmitere bazate pe asemdanarea genomica
au ardtat ca >85% din toate cazurile de TB cu culturd pozitiva din Republica Moldova ar putea fi
cartografiate In grupuri presupuse de transmitere si ca majoritatea (>54%) dintre aceste cazuri au

fost gasite in 35 de grupuri mari de transmisie [158].
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Rolul transmiterii recente a fost si mai pronuntat pentru cazurile de TB RR/MDR, printre
care > 92% au fost gasite in grupuri de transmitere presupuse (si > 67% gasite in cadrul celor 35
de grupuri mari de transmitere). Persoanele cu TB RR/MDR au avut sanse de peste 3 ori mai mari
de a se afla intr-un grup mare de transmitere in comparatie cu persoanele cu TB pan-sensibila. Alte
co-variabile notabile asociate cu sansele crescute de a fi intr-un grup mare de transmitere au inclus
resedinta urbani, incarcerarea anterioara si antecedentele de tratament anterior pentru TB. In
cadrul studiului s-a descoperit ca perechile cu perioade mai apropiate de diagnostic si care traiesc
in aceeasi localitate au avut cea mai mare similitudine genomica si cd pentru perechile din localitati
diferite, proximitatea spatiala mai apropiata a fost asociatd cu o asemanare genomica mai mare
[158]. Aceasta analiza dezvaluie ca eterogenitate este asociatd cu multiplele epidemii suprapuse
de TB RR/MDR transmise, dintre care unele se datoreaza clusterelor care s-au extins in intreaga
tara, in timp ce altele sunt pana acum limitate la anumite subregiuni. Cel mai remarcabil fiind
faptul cd cele mai mari 2 grupuri de transmitere ale liniei Beijing se gasesc in apropierea
Transnistriei, unde, n unele localitati, ratele de incidentd a TB RR/MDR depasesc 200 de cazuri
la 100.000 de persoane/an [158].

Analizele anterioare ale datelor de supraveghere au relevat o eterogenitate spatiald
uimitoare a TB RR/MDR in Moldova, iar incidenta TB RR/MDR fiind diversa pentru diferite
localitati ale tarii [174].

Un studiu genomic raportat recent, efectuat in randul pacientilor diagnosticati cu TB in
perioada anilor 2013 si 2014 din cadrul spitalului municipal din Chisindu, a descris concentratia
locala de izolate din linia 4.2.1 Ural printre TB RR/MDR [25]. In studiul realizat mai mult de 6
ani la nivel national, s-a constatat ca izolatele MDR din aceastd linie sunt prezente in toata tara si
se afla In mod obisnuit in clusterele de transmisie, desi pand acum acest lucru a fost raportat doar
sporadic in afara Republicii Moldova [175]. Studiile anterioare au descoperit cd aceasta
descendenta este responsabild pentru TB RR/MDR din cauza reinfectarii [10]; acum este evident
ca aceste tulpini RR/MDR sunt transmise frecvent in mediul comunitar. Evaludrile regionale au
sugerat un rol important al liniilor Beijing si Ural in epidemiile actuale de TB [176]; studiile
actuale confirma si se bazeaza pe aceste date perspective, dezvaluind la rezolutie inaltd dinamica
suprapusa a acestor doud clustere in Republica Moldova [158].

Pe langa factorii de mediu si de gazda, factorii bacterieni ar trebui, de asemenea, sa fie luati
in considerare atunci cand se incearcad intelegerea evenimentelor semnificative de transmitere.
Analiza WGS combinata cu un model simplu de infectie in vitro poate servi ca o platforma rapida
de screening pentru variante strans legate. In cazul in care factorii bacterieni se dovedesc a fi

implicati, sunt necesare investigatii suplimentare asupra genelor candidate si a polimorfismelor
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pentru a le caracteriza temeinic si, in cele din urma, pentru a defini determinantii virulentei Mtbc,
transmisibilitatii sau evaziunii sistemului imunitar [177].

Aplicarea abordarilor bazate pe secventierea intregului genom pentru analiza similaritatii
izolatelor de Mthc si determinarea clusterelor este cunoscutd pentru puterea sa discriminatorie
ridicatd in evaluarea dinamicii de transmitere [178] [179] [180] [117] [181], fie utilizand tipizarea
secventelor multicentrice ale genomului de baza (cgMLST) [182] [178], fie distantele SNP [118]
[117] [180] [183]. Abordarile bazate pe WGS compara relatia geneticad dintre genotipurile
tulpinilor clinice luate in considerare, desi de obicei excluzand portiunile mari si repetate ale
genomului (10% numai pentru genele PE/PPE) [184], cu presupunerea ca tulpinile extrem de
similare sunt legate printr-un eveniment recent de transmitere [118] [117].

In cadrul studiului ,,Secventierea intregului genom al Mycobacterium tuberculosis pentru
predictia rezistentei la medicamente” [106], au fost selectate un total de 215 izolate de Mtbc, pentru
analiza mutatiilor genetice, cu 137 de tulpini colectate din Shanghai si alte 78 de tulpini din Rusia.
Cea mai raspanditd mutatie care confera rezistentd la medicamente pentru rifampicina a fost rpoB
Ser450Leu. WGS a fost capabil sa prezicd un procent ridicat de tulpini rezistente fenotipic pentru
RIF si EMB, cu 88,37% si respectiv 82,07% pentru tulpinile interne din China si 38,30% si,
respectiv, 72,33% pentru tulpinile din Rusia. Cea mai comuna mutatie pentru tulpinile rezistente
la EMB fenotipic a fost embB Met306Val. Cu toate acestea, sensibilitatea si specificitatea WGS
in prezicerea rezistentei la medicamentele de linia a doua au fost mai scazute in comparatie cu
medicamentele de linia intai [106].

Aceste constatdri sugereaza ca WGS are potentialul de a servi ca un instrument valoros in
prezicerea rezistentei la medicamente antituberculoase, in special, pentru medicamentele de prima
linie, si ar putea fi folosite pentru a ghida deciziile de tratament si a limita raspandirea tulpinilor
rezistente [106].

Analiza lui Mortensen B., cu privire la utilizarea WGS 1n diferite setari a aratat cd, In timp
ce modelele complexe de contact si posibilitatea de raspandire consecutiva a izolatelor similare
fac dificila delimitarea dinamicii TB in medii cu incidenta ridicatd, mai multe studii au aplicat cu
succes WGS pentru investigatiile focarelor, atat in regiuni cu incidentd scdzuta, cat si in regiunii
cu incidenta ridicate. In plus, ratele estimate de mutatie Mtbc de 0,3-0,5 SNP [118] [180] [185]
[186] per genom pe an sunt similare cu rata globala de mutatie de 0,47 SNP per genom pe an. Desi
stabilirea unui prag mai mic specific pentru transmiterea probabila este dificila din cauza evolutiei
intrapacient si a infectiilor mixte [139] [187] [188], WGS poate identifica in continuare sub-
clustere mai mici in cadrul unor clustere genomice mai mari, permitand detectarea evenimentelor

de transmisie in regiuni cu incidentd ridicatd. In cele din urma, combinatia dintre WGS si datele
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epidemiologice oferd o intelegere unica a expansiunii clonale de Mtbc, facand supravegherea

bazata pe WGS un instrument promitator pentru actiuni de sanatate publica directionate [183].

1.6 Transmiterea nosocomiala a TB si politici in controlul infectiei

Transmiterea TB se face prin contactul direct cu o persoana infectata care elimina bacteriile
in aer prin tuse, stranut sau vorbit. De obicei, pentru a se raspandi, bacteria trebuie sa fie inhalata
de catre o persoand sandtoasa si sd ajunga in plamani, unde poate dezvolta boala. Este important
de retinut ca, desi oricine poate fi infectat cu bacilul TB, un sistem imunitar sanatos poate preveni
dezvoltarea bolii, iar respectarea masurilor de prevenire si control poate reduce riscul de
transmitere a acesteia.

Principalul factor care conduce epidemia de TB RR/MDR in Europa de Est, este
transmiterea activd a complexului Mtbc rezistent la tratamentul medicamentos in cadrul
comunitatilor [25].

Transmiterea nosocomiald. Fenomenul transmiterii intraspitalicesti a TB devine o
problema actuala si o provocare majora pentru un control eficient al TB. Prezenta acestuia in
stationarele de ftiziopneumologie ar putea expune riscului de transmitere a bolii, in special, a TB
rezistente printre pacientii spitalizati, a persoanelor care 1i viziteaza, dar si a personalului medical.

Transmiterea 1n spitale si clinici poate fi redusa prin utilizarea abordarilor, precum: gasirea
activa a cazurilor de TB nediagnosticate prin supravegherea tusei si utilizarea metodelor de
diagnostic molecular rapid, izolarea in conditii de siguranta si asigurarea tratamentului adecvat
[189]. Studiul operational, realizat in anul 2012, ,Studierea fenomenului de transmitere
nosocomiald a tuberculozei multidrogrezistente prin analiza genotipicd a diversitatii ADN a
tulpinilor Mycobacterium tuberculosis” a constatat prezenta fenomenului transmiterii intra-
spitalicesti. Rezultatele studiului au demonstrat re-infectarea cu TB in 68% cazuri, sublinidnd ca
internarea pentru izolare si tratament a pacientilor cu TB in spitale ar putea favoriza cresterea
numarului de cazuri cu TB forme rezistente. Acestea, la rindul sau, suporta costuri sistemice mult
mai mari pentru ingrijire si tratament. Epidemia de TB RR/MDR din Republica Moldova este
asociatd cu transmiterea locala a mai multor tulpini de Mtbc, inclusiv clustere distincte de Mtbc cu
o rezistentd Tnaltd la medicamente, cu distributii geografice si profiluri de rezistenta la diferite
medicamente. Datele studiului demonstreaza rolul supravegherii genomice cuprinzdtoare pentru
intelegerea transmiterii Mtbc si evidentiaza urgenta interventiilor pentru intreruperea transmiterii
Mtbc foarte rezistenta la medicamente [158].

Transmiterea infectiei TB 1n spitale rezultd in a fi o cauza majora de esec al tratamentului

in regiunile cu o incidenta inaltd de TB. Aceastd constatare evidentiaza importanta finalizarii
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tratamentului, Intru prevenirea cazurilor de recidive timpurii si excluderea pericolului infectarii
altor persoane [190]. Analizele existente aratd un risc crescut de contaminare Incrucisata in sectiile
TB. Conducand o analizd comparativa, experienta internationala evidentiaza faptul ca aceasta este
o problema specifica a tarilor cu economie in tranzitie, conditionatd de predominanta unui numar
mare de TB RR/MDR in spitale, aceasta fiind, la randul ei, un rezultat al deficientelor in
managementul cazurilor de TB RR/MDR si al lipsei experientei. Insa, cu regret, in majoritatea
spitalelor de TB (atat din tara, cat si in tarile din regiune) amploarea si cauzele transmiterii
nosocomiale a TB nu este studiata suficient [190], inclusiv transmiterea nosocomiala a Mtbc
rezistente la medicamente in timpul spitalizarilor prelungite [9] [10].

in unele dintre fostele state membre ale Uniunii Sovietice, persoanele bolnave de TB, in
special, cei infectati cu TB rezistentd la tratamentele medicamentoase, ajung a fi spitalizati pentru
perioade indelungate de timp, iar transmiterea TB poate avea loc din cauza conditiilor spitalicesti,
care au masuri inadecvate de control al infectiilor [191]. Unele studii remarca ingrijorari cu privire
la reinfectarea cu tulpini TB RR/MDR 1in timpul tratamentului in spitale [192] [193].

In urma unui studiu initiat de ideea transmiterii TB rezistente in spitalele de profil din tara,
au fost selectate si studiate rezultatele a 196 de tulpini pare, recoltate de la 98 de pacienti cu TB.
Dintre acestea 182 tulpini Mtbc au fost izolate de la pacientii din prima grupa (pacientii cu TB
cazuri noi si recidive, re-tratamente dupa esec sau abandon) si 14 tulpini de la pacientii din grupa
a doua (pacientii din cadrul proiectului European FP7) [190]. Pentru toti acesti pacienti prima
proba izolata a fost cea din sputa recoltata la internare in stationar, iar cea de a doua, din sputa
recoltatd dupa cateva luni de tratament. In urma studierii a 134 de tulpini Mtbc, s-a demonstrat ci
genotipul cu cel mai mare grad si proces de raspandire si care a fost cel mai predispus de a
transmite infectia printre pacientii examinati in acest studiu este genotipul Ural. Identificarea
tulpinilor cu un potential de raspandire foarte rapid fiind un criteriu epidemiologic de o importanta
majora [190].

Prin urmare, cu ajutorul rezultatelor obtinute in urma utilizarii metodei DNA fingerprinting
(RFLP), a fost constatat ca din numarul total de pacienti participanti in cadrul studiului, in cadrul
a 42,9% dintre cazuri a fost identificata o re-infectare cu o alta tulpina, acest rezultat presupune
fenomenul de transmitere nosocomiala [190].
antimicobacteriene a fost standardul de referinta; cu toate acestea, infrastructura, cerintele tehnice
si timpul indelungat de raspuns a afectat extinderea si impactul utilizari [194]. In ultimul deceniu,

.....

[Cepheid, Sunnyvale, CA, SUA]) sau teste cu sonda pe linie (de exemplu, Genotip MTBDRplus
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fenotipice [191], fie a fost utilizat in paralel sau secvential, cu toate cd vizeaza doar un numar mic
de mutatii care cauzeaza rezistenta.

Desi detectarea rapida si precisa a TB este un factor-cheie in controlul raspandirii bolii,
succesul tratamentului se bazeaza in mare parte pe informatii precise cu privire la sensibilitatea la
medicamentele antituberculoase, 1n special, In cazurile care manifesta rezistentd la medicamente
[195] [196]. Odata cu introducerea medicamentelor si regimurilor noi de tratament, este esential
sa se ofere un profil de sensibilitate la medicamente pentru pacientii cu TB pentru a selecta terapii
eficiente [197] [198] [199] [200] [201].

Transmiterea nosocomiald a TB RR/MDR a fost constatatd prin unitdti repetitive
intercalate micobacteriene cu 24 de locusuri - numar variabil de repetari in tandem (MIRU-VNTR)
si spoligotipare in cadrul a patru spitale din Republica Moldova. Rezultatele studiului au
determinat ca 5,1% dintre pacientii cu TB pan-sensibild la momentul initial au fost identificati cu
TB RR/MDR 1in timpul tratamentului spitalizat, iar in 75% din cazuri, tulpina TB RR/MDR a fost
diferitd genetic de tulpina non-MDR-TB la momentul initial, sugerand o ratd ridicatd de
transmitere nosocomiala a TB RR/MDR. Cea mai mare proportie (40,3%) dintre izolatele TB
RR/MDR de urmarire a fost asociata cu tulpina Mtbc genotipul Ural 163-15 [202]. De mentionat
ca, intr-un studiul realizat Tn anul 2010 in Letonia, se accentueaza faptul cad transmiterea
nosocomiald a TB RR/MDR se datoreaza masurilor inadecvate de control al infectiilor in spitale
[164].

Intr-un studiu realizat in Republica Moldova in perioada anilor 2010-2019, s-a efectuat o
analizd genomicd retrospectivd si prospectiva asupra cazurilor de TB cu culturd pozitiva
diagnosticate in perioada de studiu. Au fost examinate tulpinile de Mtbc izolate de la pacientii cu
TB din diferite regiuni ale tarii in perioada 2010-2017, iar pentru studiul prospectiv s-au utilizat
izolatele diagnostice initiale din toate cazurile de TB cu cultura pozitiva aparute in perioada 2018-
2019. in cadrul acestui studiu, au fost incluse, in special, tulpini de la pacientii cu forme severe de
TB, dintre care doar 38,2% (n = 717) au fost sensibile la medicamente, in timp ce 61,8% (n =
1160) au prezentat rezistenta la cel putin INH si RIF. Dintre toate izolatele, 55,3% (n = 1014) au
apartinut genotipului Ural (Lineage 4/sublineage 4.2.1), iar 43,8% (n = 804) au apartinut
genotipului Beijing (Lineage 2/ sublineage 2.2.1). Analiza cartografica a relevat modele geografice
distincte pentru cele trei grupuri majore TB RR/MDR: grupul 1, cuprinzand 243 de izolate Ural/
sublineage 4.2.1 care au fost distribuite pe scara larga, in timp ce grupul 2 si 3, care contineau 102
si 121 tulpini Beijing/ sublineage 2.2.1, au fost concentrate in regiunea Transnistria [35]. Prin

utilizarea retelelor largi de transmisie bazate pe asemanarea genomica, s-a descoperit cd peste 85%
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din cazurile de TB cu cultura pozitiva din Republica Moldova pot fi atribuite grupurilor presupuse
de transmitere, iar majoritatea acestor cazuri (>54%) se gasesc in 35 de grupuri mari de transmisie.
De asemenea, s-a constatat ca persoanele cu TB RR/MDR prezinta un risc de peste trei ori mai
mare de a fi incluse Intr-un grup mare de transmitere in comparatie cu cele cu TB sensibila [35].

Conform unui studiu efectuat Tn 2010 in scopul evaludrii activitatii stationarelor de
ftiziopneumologie din Republica Moldova, durata spitalizarii pacientilor cu TB activa a variat, la
adulti, de la 51,2 zile in 2005 la 68,7 zile in 2010. Eficacitatea tratamentului antituberculos a fost
evaluata la 2 585 pacienti, 82,8% dintre pacientii cu TB pulmonara bacteriologic pozitivi cazuri
noi si 63,0% dintre pacientii cu retratamente prezentand conversia sputei. Pacientii cu TB
pulmonara limitatd cu bacterioscopie negativa au fost spitalizati in medie timp de 50 zile si au fost
externati cu o imbunatatire clinicd semnificativa [203] [204]. Studiul a concluzionat ca durata
spitalizarii pentru pacientii cu TB activd s-a majorat in timp. Cu toate acestea, la momentul
desfasurarii studiului s-a observat tendinta pozitiva de reducere a duratei spitalizarii, ceea ce a fost
apreciat drept un bun rezultat. Durata spitalizarii a variat de la un nivel la altul al spitalelor,
spitalele regionale prezentandu-se cu o durata medie de spitalizare mai scurtd [203].

Se contureazd considerente de politici care ar trebui sd puna accent pe managementul
efectiv al tratamentului timpuriu, prin implementarea pe larg a tratamentului TB in conditii de
ambulatoriu pentru a preveni transmiterea nosocomiald, precum si asigurarea accesului universal
la diagnosticul rapid al TB pentru a preveni dobandirea si transmiterea rezistentei la
medicamentele antituberculoase [193].

Politici in controlul infectiei. Intreruperea ciclului de transmitere a Mtbc este cruciala
pentru un control eficient al TB. Sunt necesare de a fi implementate interventii care sa permita
identificarea rapida a cazurilor sursd si a impiedica transmiterea de la persoana la persoana, prin
reducerea concentratiei de particule infectioase in aer si a timpului de expunere a persoanelor
sensibile pentru infectie. Aceste principii formeaza baza pentru prevenirea si controlul eficient al
infectiilor.

Controlul infectiei TB este o combinatie de masuri menite sd reduca la minimum riscul de
transmitere a TB. Principiul de baza a controlului infectiei este diagnosticarea rapida si timpurie,
precum si gestionarea adecvata a pacientilor cu TB [13] [14].

Primele recomandari globale ale OMS referitoare la implementarea Controlului Infectiei
TB au fost elaborate si publicate in 1999 [205] [206] si ulterior adaptate pe parcursul anilor [15].
Recomandarile recent actualizate de catre OMS [15] prevad o serie de masuri orientate spre un
control al infectiei, care necesitd a fi implementate la toate nivelurile, inclusiv la nivel de

comunitate cu accent centrat pe persoand. Se includ principii cu activitdti de control la nivel
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national, la nivel de institutii medicale de tip stationar si ambulatoriu, locuri aglomerate si
comunitati, nivel de focar, urmarirea contactilor si individual.

Pentru nivelul national sunt elucidate 6 activitati, precum: 1) identificarea si consolidarea
unei entitati de coordonare pentru Controlul Infectiei TB, elaborarea unui plan, inclusiv cu buget
si resurse umane pentru implementarea controlului infectiei TB la toate nivelurile; 2) asigurarea
proiectarilor, constructiilor si renovarilor ce asigura principiile de baza ale controlului infectiei; 3)
supravegherea bolii TB 1n randul lucratorilor din domeniul sanatatii; 4) abordarea activitatii de
advocacy, comunicare si mobilizare sociala pentru controlul infectiei TB, inclusiv implicarea
societatii civile; 5) monitorizarea si evaluarea setului de masuri de control al infectiei cu TB; 6)
activarea si desfasurarea cercetdrii operationale. Alte 6 principii de control si 7 recomandari
specifice sunt prevazute pentru nivelul institutiilor medicale ce asigurd tratamentul TB. Acestea
sunt axate, in special, pe: 1) implementarea setului de activitati manageriale la nivel de institutie;
2) identificarea cu promptitudine a persoanelor cu simptome de TB, separarea pacientilor
infectiosi, eticheta tusei si igiena respiratorie, minimizarea timpului petrecut in institutiile
medicale; 3) interventii de prevenire si ingrijire pentru lucrdtorii din domeniul sdnatatii;
tratamentul profilactic 4) utilizarea sistemelor de ventilatie (naturald, mecanicd); 5) utilizarea

dispozitivelor de iradiere germicide cu ultraviolete sau ecranate; 6) protectiei respiratorie.

1.7 Concluzii in baza capitolului 1

Desi Mtbc este o bacterie care cauzeaza TB, o boala respiratorie care afecteazd milioane
de oameni, masurile eficiente de prevenire si control, tratamentul adecvat poate creste semnificativ
nivelul de recuperare, ajutand pacientii sd se insdnatoseasca complet, reducand, astfel,
probabilitatea de transmitere la alte persoane.

Existd categorii de persoane (infectate cu virusul HIV; care urmeaza tratament cu
imunosupresoare sau sufera de boli cronice precum diabetul zaharat; care traiesc in conditii precare
de igiend sau care sunt expuse la riscuri profesionale, cum ar fi lucratorii din sectorul sanatatii)
mai sensibili la infectia cu Mtbc, inclusiv formele severe de TB, cum ar fi TB RR/MDR.

In Republica Moldova, aparitia tulpinilor de TB RR/MDR reprezinti o provocare
semnificativd pentru eforturile de control ale TB. In plus, transmiterea nosocomiali a TB este o
preocupare majora, deoarece spitalele si unitatile de asistentd medicala pot fi surse de infectie
pentru populatiile cu risc de a dezvolta TB. Pentru a face fatd acestor provocari, secventierea
intregului genom s-a dovedit a fi un instrument valoros pentru identificarea sursei focarelor de
tuberculoza si urmadrirea transmiterii tulpinilor de Mtbc, care este cruciald pentru punerea in

aplicare a unor masuri eficiente de control. Prin urmare, supravegherea sistematica, diagnosticarea
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timpurie si tratamentul eficient sunt esentiale pentru controlul TB si prevenirea raspandirii
acesteia.

Capacitatea WGS de a deduce cu incredere evenimente de transmitere directd pe baza distantei
genetice este limitatd din cauza clonalitatii ridicate a catorva grupuri cu prevalenta ridicatd, unde
92% dintre tulpinile TB RR/MDR din Republica Moldova apartin unor grupuri presupuse de
transmitere [ 158]. Retelele largi de transmitere, bazate pe asemanarea genomica, au aratat ca >85%
din toate cazurile de TB cu cultura pozitiva din Republica Moldova ar putea fi cartografiate in
grupuri presupuse de transmitere si cad majoritatea (>54%) dintre aceste cazuri au fost gésite in 35

de grupuri mari.
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2 MATERIALE SI METODE

2.1 Caracteristici generale privind metodologia de cercetare

Prezenta lucrare este una comprehensiva, structurata pe etape [207] si desfasuratd dupa
modelul liniar; bazatd pe analiza documentelor relevante domeniului si cercetdri operationale,
precum studiul observational prospectiv in randul pacientilor si studiul descriptiv in randul
personalului medical.

Etapizarea lucrarii a cuprins pentru etapa I studierea revistei literaturii de specialitate,
documentarea bibliografiei existente pe domeniul cercetat, inclusiv analiza documentelor de
politici nationale si internationale relevante domeniului.

Pentru etapa II-a a fost dezvoltat design-ul si elaborata metodologia cercetarii. Luand in
consideratie cd prezenta lucrare s-a bazat pe doua cercetari, au fost dezvoltate design-uri separate
pentru esantioanele studiate (pacienti si personalul medical). S-a stabilit modalitatea de
esantionare, s-a proiectat planul si modalitatea de colectare a materialului primar si s-a determinat
aplicarea metodele de laborator.

Etapa IlI-a a prezentei cercetari s-a focusat pe acumularea materialului primar si aplicarea
metodelor de laborator pentru esantionul de pacienti; s-a elaborat chestionarul si s-a aplicat
personalului medical; s-au operationalizat variabilele, prelucrand si analizand datele colectate 1n
baza carora s-au formulat concluziile.

Protocolul studiului a fost discutat si aprobat la sedinta catedrei Microbiologie, Virusologie
si Imunologie, proces-verbal nr. 06 din 19 decembrie 2013 si la sedinta Seminarului Stiintific de
profil  03.00.07 Microbiologie (313.02 Microbiologie, virusologie medicald, 164.03
Microbiologie, proces-verbal nr. 02 din 26 decembrie 2013.

Bazandu-ne pe rezultatele extrase si pe concluziile obtinute urmare a revistei literaturii de
specialitate si a documentatiei de politici existente si relevante domeniului, au fost conturate

ipoteza, scopul si obiectivele prezentei cercetari.

2.2 Proiectarea si design-ul cercetarii

Studiul privind cercetarea fenomenului transmiterii nosocomiale a infectiei tuberculoase si

evaluarea factorilor de risc asociati cu transmiterea TB MDR in conditii de stationar.
Cercetarea s-a bazat pe modelul studiului observational prospectiv, intrucat acesta a fost unul

inovativ si unic. In vederea realizarii studiului, a fost aplicati urmatoarea strategie:

Etapa 1. Au fost colectate listele pacientilor cu diagnosticul stabilit de TB sau cu diagnostic

sugestiv pentru TB, care au fost internati in perioada 01 iulie 2014 pana pe 30 iunie 2015, in
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sectiile clinice din cadrul IFP. Criteriile de includere in studiu au fost: 1) varsta mai mare de 18
ani; 2) locuitor al Republicii Moldova (malul drept); 3) cu diagnosticul stabilit de TB sau cu
diagnostic sugestiv pentru TB; 4) internat in IFP (toate sectiile). Numarul total al esantionului
obtinut a fost de 2490 persoane.

Etapa II. S-a urmarit prospectiv locatia pacientilor la nivelul salonului din spital, in baza patului
pe care l-a ocupat fiecare pacient in fiecare zi pe perioada spitalizarii. Paturile au fost numerotate
consecutiv de la 1 pana la 300.

Etapa III. Monitorizarea zilnica a fiecarui pacient pe durata internarii si monitorizarea clinica si
microbiologica in urmatorii 2 ani dupa externare. In functie de rezultatele monitorizarii, a urmat:
Identificarea “pacientilor focus” si a cohortei de pacienti cu TB RR/MDR;

b. Selectarea pacientilor care au avut o tulpinda TB non-MDR 1n episodul de boald la
momentul inrolarii In studiu si pe parcursul monitorizarii au dezvoltat o tulpind MDR;
c. Identificarea pacientilor din cohorta TB MDR, care au avut cel putin o cultura pozitiva
in perioada de studiu.
Etapa IV. Testarea specimenelor de sputa: specimenele de sputa au fost testate in cadrul LNR prin
metoda microscopicd, metodele bacteriologice pe mediul lichid si solid, ulterior cu efectuarea
testelor de sensibilitate la preparatele antimicobacteriene. Culturile pozitive au fost reinoculate,
dupa etapa de monitorizare si ulterior au fost supuse procesului de extragere a ADN-ului genomic
micobacterian prin metoda bromurii de trimetil amoniu (CTAB).
Consecutivitatea metodelor aplicate pentru identificarea surselor a fost urmatoarea:
a. Re-inocularea tulpinilor perechi (tulpinile TB non-MDR si TB MDR) ale ,,pacientilor

focus”;

=

Re-inocularea tulpinilor din cohorta TB MDR;

Izolarea ADN-ului genomic micobacterian;

e o

Exportul ADN-ului purificat catre Centrul de Cercetéri din Bosrtel, Germania;
Secventierea tuturor probelor de ADN;
Caracterizarea genotipica;

Identificarea rezistentei la preparatele antimicobacteriene prin tehnica de secventiere;

= @ oo

Identificarea potentialelor surse pentru ,,pacientii focus”, analizand cohorta de pana la
5 bp;

1. Analiza epidemiologicd a potentialelor surse cu suprapunerile pe spital/sectie/salon.
Etapa V. Extragerea datelor din baza de date nationald SIME TB pentru pacientii cu TB. Au fost

extrase date socio-demografice (sex, varstd, istoric de migrant), statut de rezidenta (resedinta rurala
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sau urband si sat/localitate de origine); date epidemiologice (contact apropiat, data stabilirii
diagnosticului de TB, tipul de caz, localizarea si forma de TB).

Studiul privind evaluarea cunostintelor epidemiologice in domeniul controlului
infectiei, prin chestionarea personalului medical care activeaza in sectiile clinice ale IFP.

A fost desfasurat un studiu descriptiv cu obiectivul de a reda competentele personalului
medical (medici si asistente medicale) care activeaza in sectiile clinice ale spitalului. Pentru
realizarea obiectivului, a fost elaborat un chestionar bazat pe literatura de profil [208] [209].
Chestionarul contine 29 de intrebari: 1) date generale (5 Intrebari): varsta, sex, profesia medicala,
stagiul de munca, sectia in care activeaza; 2) cunostinte si perceptii privind controlul infectiei TB
(11 si 13 intrebari, respectiv). Chestionatul aplicat este alcatuit din Intrebari cu raspunsuri
precodificate cu una sau mai multe variante de rispuns si rispunsuri scalare. Inainte de participare
la chestionare, personalul medical a fost informat despre scopul si obiectivele studiului.
Chestionarele aplicate au fost anonime cu respectarea principiilor de confidentialitate.

In studiu au fost inclusi medici si asistente medicale care activeaza in sectiile clinice ale IFP.
Au fost completate 56 de chestionare (7 medici si 49 de asistenti medicali), numér care a
reprezentat 85% din personalul medical angajat in cadrul sectiilor clinice ale IFP (n=67; medici —

12, asistente medicale - 55).

2.3 Metodele de cercetare aplicate
Pentru cercetarea teoretica a problemei studiate s-au aplicat urmatoarele metode:
1. Metoda istorica, utilizatd in sinteza revistei bibliografice;
2. Metodele epidemiologica si analitica care a permis descrirea si analiza situatiiei prin TB si
TB RR/MDR in Republica Moldova, inclusiv in comparatie cu alte tari din regiune.
Pentru studierea fenomenului transmiterii nosocomiale a infectiei tuberculoase si evaluarea
factorilor de risc asociati cu transmiterea TB MDR in conditii de stationar, au fost aplicate
urmatoarele metode de cercetare:
1. Metoda de colectare - extragerea informatiei din documentatia de evidentd medicala;
2. Metoda statistica cu aplicarea procedeelor matematico-statistice pentru analiza datelor
colectate;
3. Aplicarea metodelor de laborator pentru colectarea informatiei specifice pentru analiza
fenomenului transmiterii nosocomiale a infectiei tuberculoase, dar si a factorilor de risc.
Au fost aplicate metodele: microbiologice, izolarea ADN-ului si secventierea intregului
genom micobacterian. Aplicarea metodelor de laborator este descrisd in sub-capitolul

»Metode de laborator aplicate”.
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4. Metoda analiticd a permis interpretarea rezultatelor obtinute si formularea concluziilor.
Pentru studiul evaluarea cunostintelor epidemiologice in domeniul controlului infectiei prin
chestionarea personalului medical care activeaza in sectiile clinice ale IFP s-a utilizat:

1. Metoda de colectare a datelor in baza chestionarii;

2. Metoda statistica cu aplicarea procedeelor matematico-statistice pentru analiza datelor

colectate;

3. Metoda analitica cu scopul interpretarii rezultatelor obtinute si formularea concluziilor.

2.4 Metodele de laborator aplicate

Probele de sputd de la toti pacientii inrolati in studiu au fost evaluate prin metodele
microscopicd si bacteriologica, iar in cazul prezentei coloniilor de Mtbc, acestea au fost testate
prin metode fenotipice de sensibilitate la medicamente antituberculoase. Metodele microbiologice
(microscopica si bacteriologicd) au fost efectuate cel putin la sfarsitul lunii a 2-a, a 5-a si la sfarsitul
tratamentului la pacientii diagnosticati cu TB sensibili la medicamentele antituberculoase, In cazul
pacientilor diagnosticati cu TB RR/MDR testarea microbiologica a fost efectuatd lunar pana cand
a fost atinsd conversia sputei prin metoda culturald si ulterior trimestrial pana la sfarsitul
tratamentului. Testarea de laborator, atdt prin metodele microscopice, cat si prin metodele
conformitate cu PCN-123 Tuberculoza la adult [85], iar tulpinile de Mthc au fost colectate si
depozitate in biobanca LNR din cadrul IFP.

Toti pacientii din cadrul studiului au fost monitorizati timp de 2 ani dupa data spitalizarii.
Dupa finalizarea urmaririi, tulpinile din culturile de sputa ale pacientilor cu TB RR/MDR, cit si
ale ,,pacientilor focus” (pacienti cu TB non-MDR la momentul initial si depistate cu TB RR/MDR
in timpul urmaririi), au fost recultivate cu extragerea ulterioard a ADN-ul genomic micobacterian
din probele stocate in biobanca laboratorului [210].

Pentru pacientii diagnosticati cu TB RR/MDR, a fost efectuatd secventierea intregului
ADN genomic micobacterian pentru predictia genotipica a rezistentei la medicamente si
compararea filogenetica. Suspectia de transmitere nosocomiala a TB RR/MDR a fost considerata
atunci cand o tulpina TB RR/MDR a fost izolata in timpul urmaririi de la un pacient diagnosticat
anterior cu TB non-MDR la medicamente antituberculoase de prima linie, de la momentul inrolarii
in studiu.

Secventierea intregului genom micobacterian a fost efectuatd in cadrul Centrului de

Cercetare din Borstel, Germania. Datele secventierii au fost utilizate pentru a identifica posibila

sursd de transmitere nosocomiala a tulpinilor TB RR/MDR.
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2.4.1 Metode bacteriologice

Standardul de teste microbiologice pentru depistarea Mtbc efectuate la internare pentru toti
pacientii spitalizati in IFP a fost microscopia frotiului de sputa pentru bacili acido-alcool resistente,
GeneXpert MTB/RIF (Cepheid, Sunnyvale, SUA) si metoda culturald a sputei prin metoda
culturala lichidd BACTEC MGIT 960 (Becton Dickinson, SUA) si pe medii de culturd solide
Lowenstein-Jenses (LJ). In cazul unei culturi de sputd pozitiva, s-a efectuat un test initial de
sensibilitate la medicamentele de baza de prima linie (TSM fenotipic) fatd de INH, RIF, EMB,
STM (streptomicind), iar la unii pacienti si pentru PZA. In plus, daci TSM fenotipic a detectat TB
RR/MDR sau rezistenta fatd de rifampicind a fost detectatd de catre GeneXpert, s-a efectuat TSM
fenotipic si pentru linia a doua de preparate, care include antibiotice din grupa de fluorochinolone
(ofloxacina (OFX), LFX si MFX), din grupa celor injectabile (CAP sau AMK), etionamida (ETH),
cicloserina (CS) si acidul para-aminosalicilic (PAS). Pentru monitorizarea tratamentului, culturile
de sputd au fost inoculate pe medii de cultura solide (LJ) si supuse TSM fenotipic, in cazul cand
pozitivitatea culturii a persistat sau a fost solicitatd de medicul curant.

Intru realizarea studiului, recultivarea izolatelor stocate in biobanca, a fost efectuata pe medii
de cultura solide (LJ), fara repetarea suplimentari a testului de sensibilitate. In cercetare au fost
luate in considerare rezultatele fenotipice ale testelor de sensibilitate din probele initiale de sputa
testate la internare sau in timpul monitorizarii tratamentului. Testele microbiologice pentru
detectia Mtbc (microscopie, GeneXpert MTB/RIF (Cephied), culturi pe mediul lichid BACTEC
MGIT 960 (Becton Dickinson, SUA) si culturi pe mediu solid (LJ)) au fost efectuate atat in
conformitate cu instructiunile producatorilor, cat si in conformitate cu recomandarile OMS. De
asemenea, au fost efectuate teste fenotipice de sensibilitate la preparatele antimicobacteriene,

utilizand concentratiile critice, recomandate in ghidurile OMS.

Culturile BACTEC MGIT 960 au fost incubate pentru o perioadd maxima de 6 saptamani
pana a fi raportate cu rezultat negativ. Puritatea culturiit BACTEC MGIT 960 a fost verificata prin

coloratie Ziehl-Neelsen, nocularea pe placa de agar cu sange si utilizarea testului rapid de

identificare cu antigen MPT64 (BD Microbiology Systems, SUA). Pentru pregatirea procedurii de

.....

.....

sistemului BACTEC MGIT 960 a fost efectuatd cu urmatoarele concentratii finale ale preparatelor
antimicobacteriene: 1,0 pg/ml pentru STM, 0,1 pg/ml pentru INH, 1,0 pg/ml pentru RIF si 5,0

pg/ml pentru EMB. Rezultatele TSM au fost determinate in momentul in care tubul de control

56



afiseaza o crestere de > 400 de unitati (GU) intre ziua a 4-a si ziua a 13-a. Interpretarea rezultatelor
TSM au fost dupa cum urmeaza: rezultat sensibil — daca nu a fost detectata nici o crestere in tubul
cu preparat antimicobacterian, intermediar — daca a fost detectata o crestere in intervalul 1-99 GU

si rezistent, dacd nivelul de crestere in tubul cu antibiotic a depasit > 100 GU.

2.4.3 Concentratii critice pentru testarea LJ TSM
decontaminata si s-a inoculat pe partea de panta a mediului solid (LJ), iar ulterior au fost incubate
la 37°C. Tuburile cu mediu solid (LJ) au fost examinate saptdmanal timp de 8 sdptdmani inainte
de a fi declarate cu rezultat negativ. Culturile pozitive de pe mediu solid au fost utilizate pentru
TSM la concentratii critice specifice pentru LJ. Preparatele antituberculoase recomandate pentru
urmatoarele: INH 0,2 mg/L, RIF 40,0 mg/L, EMB 2,0 mg/L, STM 4,0 mg/L. Rezultatele
»sensibile” sau ,,rezistente” au fost raportate dupa 3 saptaméani de la inoculare, in cazul in care
tubul de control a avut crestere corespunzatoare. Rezultatul “sensibil” a fost declarat in cazul lipsei
cresterii In tubul cu mediu solid si preparatul corespunzator, iar in cazul unei cresteri in tubul cu
mediu si preparatul antimicobacterian a fost raportat drept tulpina rezistenta.

2.4.4 [Izolarea ADN-ului genomic

Tulpinile de Mtbc au fost cultivate pe mediul LJ la 37°C, pand cand a fost observatad o
crestere excesiva. Coloniile au fost transferate intr-un microtub de 2,0 ml care continea 400 pl
tampon cu Tris st EDTA (TE buffer) si au fost expuse la baia de apad (80°C timp de 20 de minute),
pentru a inactiva bacteriile. Ulterior, au fost centrifugate timp de 3 minute la 13 000 g, dupa care
a fost inlaturat supernatantul si s-a adaugat 400 pl tampon TE. In urmitoarea etapi s-a agitat cu
utilizarea vortex-ului pentru a separa celulele. Imediat, s-a addugat 50 pl de lizozim (10 mg/ml) si
ulterior s-a agitat, dupa care s-a incubat tubul peste noapte la 37 °C. A doua zi, s-a addugat 70 pl
10 % SDS, 5 pl proteinaza K (10 mg/ml), s-a agitat usor si s-a incubat toata solutia timp de 10
minute la 65 °C. Ulterior, s-a adaugat 100 ul 5SM NaCl, 100 ul CTAB/NaCl (preincalzit la 65 °C),
urmat de agitare si incubare timp de 10 minute la 65 °C. Ulterior s-a addugat 750 pl amestec de
cloroform/izoamialcool (24:1), s-a inversat tubul de cateva ori si s-a centrifugat la temperatura
camerei timp de 15 minute la 13 000 g. Supernatantul a fost transferat cu grija intr-un tub nou de
tip microcentrifugd, unde s-a adaugat izopropanol in volum de 0,6 ml pentru a precipita acizii
nucleici timp de 30 de minute la -20 °C (sau mai mult). A urmat etapa de centrifugare timp de 10
minute la temperatura camerei la 13 000 g, supernatantul a fost inldturat si ADN-ul a fost purificat

in 0,5 ml de etanol rece de 75 %, concomitent tubul a fost agitat, inversandu-1 de cateva ori, urmat
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apoi de o centrifugare de 5 minute la temperatura camerei la 13 000 g, iar supernatantul a fost
inlaturat cu precautie. Peletul de ADN a fost uscat la 60°C timp de aproximativ 10 minute, iar
ADN-ul a fost in cele din urma dizolvat in 100 ul tampon TE la 37° C timp de 30 de minute pana
cand ADN-ul s-a dizolvat complet [211].

2.4.5 Secventierea intregului genom si caracterizarea genotipica

Secventierea intregului genom a ADN-ului micobacterian a fost efectuatd dupd realizarea
exportului ADN-ului céatre Centrul de Cercetare Borstel, Germania. Datele de secventiere au fost
utilizate pentru a identifica posibila sursad de transmitere nosocomiald a tulpinilor TB RR/MDR.

Secventierea intregului genom micobacterian a fost realizat folosind tehnologia Illumina
(NextSeq 500 si kit de pregatire pentru biblioteci Nextera XT) conform instructiunilor
producatorului (Illumina, San Diego, CA, SUA). Datele de citire brute (ENA study cu numarul de
acces PRJEB58814) au fost mapate cu referire la genomul Mtbc H37Rv (NC_000962.3) folosind
MTBseq [212] si tintind o acoperire minima a genomului de 50x. Variante, inclusiv polimorfisme
cu un singur nucleotid (SNP), insertii si deletii (InDels) au fost numite cu urmatoarele praguri:
acoperire minima de patru citiri atdt In orientare Tnainte cat si inversd, patru citiri care apeleaza
alelei cu cel putin un scor phred de 20 si o frecventa a alelelor de 75%. Pentru o aliniere a SNP-
urilor concatenata, s-a luat In considerare pozitiile genomului care au indeplinit aceste praguri in
cel putin 95% din toate izolatele. Au fost excluse in continuare mutatiile in genele asociate
rezistentei la medicamente si regiunile repetitive si atunci cand > 1 mutatie a avut loc intr-o
fereastrd de 12 pb pentru a evita posibilele efecte de homoplasie si artefacte presupuse de
recombinare.

Rezistenta genotipica a medicamentelor a fost dedusd pe baza unui catalog organizat de
mutatii [213], utilizat de catre Laboratorul Supranational de Referintd (LSR) din cadrul Centrului
de Cercetare din Borstel, Germania, cu utilizarea bazei de date 2020-05-10. Linia filogenetica a
fost determinati folosind un cod de bare SNP [214]. In scopul identificirii tulpinilor asociate
reinfectdrii ,,pacientilor focus” cu o tulpina TB RR/MDR, s-a utilizat o masurare a distantei
genetice in perechi care nu depaseste 12 SNP intre tulpina non-MDR si tulpina TB RR/MDR de
la acelasi pacient. Tulpina TB RR/MDR a fost supusa, in continuare, unei analize de transmitere

pentru a identifica presupusele cazuri de la care s-a putut asocia tulpina TB RR/MDR.

2.5 Analiza rezultatelor obtinute

2.5.1 Prelucrarea matematico-statistica a datelor colectate
Datele pentru analiza (pacienti) au fost exportate din SIME TB aplicand criteriile de selectie

in baza criteriilor de includere a datelor, acestea fiind complimentate cu date clinice si
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microbiologice si suplimentate pe parcursul urmaririi (2 ani) cu date aditionale. Colectarea datelor
in randul personalului medical a fost bazatd pe un chestionar completat direct in versiune
electronica. Ambele tipuri de date (pacienti si personalul medical) au fost importate in Programul
de analiza statistica SPSS (IBM SPSS Statistics for Windows, Version 20.0. Armonk, NY: IBM
Corp), prin intermediul caruia au fost analizate. Calitatea datelor colectate a fost asigurata prin
validarea vizuald in timpul colectarii, includerea Intrebarilor (parametrilor) de control, dar si prin
aplicarea functiilor de verificare automatizatd ale programului SPSS. Materialul obtinut prin
colectarea datelor a fost grupat dupa metodele de grupare: simpld, complexa si repetata, dar si
tipologica si variationala.

Variabilele continue au fost exprimate ca medie/mediand cu deviatia standard (DS) sau
intervalul inter quartile (IQR) in mod corespunzator, in timp ce variabilele categoriale au fost
prezentate ca frecvente. Pentru comparatiile de medii/mediane a fost aplicat testul t-Student sau
testul Mann-Whitney. Pentru compararea frecventelor a fost folosit testul ksi? si Fisher exact (daci
grupul a fost mai mic de 30). Pentru determinarea legaturii intre insuccesul tratamentului si
prezenta mutatiilor genetice responsabile de rezistenta la medicamentele anti-microbiene s-a
utilizat raportul sanselor /Odds Ratio/. Interpretarea valorilor raportului de sansa: OR=1 (nu exista
nici un fel de asociere intre expunere (factorul de risc — prezenta mutatiei genetice) si fenomen -
insucces la tratament); OR>1 (expunerea reprezintd un factor de risc - prezenta mutatiei genetice
pentru aparitia fenomenului - insucces); OR<1 (expunerea reprezintd un factor ,,protector” pentru
fenomen - insucces).

Interpretarea rezultatelor obtinute s-a bazat pe semnificatia statistica (p<0,05) la intervalul

de confidenta de 95%. Valoarea p<0,05 a fost considerata drept una semnificativa.

2.6 Concluzii in baza capitolului 2

1. Lucrarea expusd prezinta o cercetare comprehensivd, organizatd dupa modelul linear si care
inglobeazd o vasta sinteza bibliografica, studiu observational prospectiv desfasurat in randul
pacientilor, aplicarea metodelor microbiologice inovative si studiu descriptiv desfasurat in
randul personalului medical.

2. 1In cadrul cercetirii au fost aplicate metode complexe, inclusiv prin acumularea materialului
clinic si observare statistica, dar si prin utilizarea metodelor de diagnostic de laborator de
ultima generatie (testare fenotipica, izolarea ADN-genomic, secventierea genomica) .

3. Esantioanele incluse in studiu (pacienti si personalul medical) sunt reprezentative din punct de
vedere statistic. Interpretarea datelor s-a efectuat in baza semnificatiei statistice (p<0,05) la

intervalul de confidentd de 95%.
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3 DINAMICA LOCATIEI PACIENTILOR SI EVALUAREA
FACTORILOR DETERMINANTI CARE AR PUTEA INDUCE
INSUCCESUL TRATAMENTULUI

3.1 Descrierea populatiei de studiu

IFP este un spital tertiar, situat in municipiul Chisindu, capitala Republicii Moldova, care
deserveste populatia adultd din toata tara, fiind specializat in diagnosticarea si tratamentul tuturor
formelor de TB si a bolilor pulmonare non-TB.

La momentul initierii studiului, IFP detinea 5 sectii principale in care se internau pacientii:
Ftiziopneumologie #1 (FP-1) cu 55 de paturi amplasate in 10 saloane; Ftiziopneumologie #2 (FP-
2) cu 80 de paturi in 14 saloane; Ftiziopneumologie #3 (FP-3) cu 50 de paturi in 11 saloane; sectia
multidrogrezistenta (MDR) cu 50 paturi in 16 saloane; sectia TB Extrapulmonara si Chirurgie cu
60 paturi in 20 de saloane; o unitate de terapie intensiva (ATI) cu 5 paturi. Sectiile FP-1 si FP-2
reprezinta sectii TB (non-MDR), sectia FP-3 reprezinta sectia non-TB, iar sectia Chirurgie — sectie
mixta pentru TB si MDR.

Pacientii s-au internat in sectii, in functie de tipul bolii si profilul rezistentei la Mtbc. In sectia
FP-1, au fost internati pacientii notificati caz nou cu TB pulmonara non-MDR, iar 1n sectia FP-2 -
pacienti cu TB pulmonara non-MDR notificati cu retratament. In sectia FP-3, de regula, au fost
internati pacienti cu boald pulmonara non-TB, dar in unele cazuri limitate au fost internati si
pacienti cu TB pulmonari bacteriologic negativi (prin microscopie si culturd). in sectia MDR au
fost internati pacienti cu TB RR/MDR, iar in sectia Chirurgie - pacienti cu TB extrapulmonara,
dar si pacienti cu TB pulmonara cu indicatii la tratament chirurgical.

In perioada spitalizirii, pacientii au fost transferati, dintr-o sectie in alta, atunci cand un
pacient internat intr-o sectie non-TB era diagnosticat cu TB sau cand la un pacient cu TB se
documenta un alt tip de rezistentd. Transferul pacientilor intre sectii a avut loc si In cazul
indicatiilor pentru interventie chirurgicald sau pentru terapie intensiva.

Pe durata spitalizarii, pacientii aveau voie sa se plimbe afara sau s fumeze (intr-un spatiu
special amenajat) in curtea spitalului, unde interactionau cu pacientii din alte sectii, utilizau
ascensorul in comun, foloseau aceleasi scari si puteau comunica in timpul mesei. Accesul in
cantind era permis doar pacientilor cu microscopie negativa din sectiile FP-1 si FP-2. De
mentionat, ca pacientilor cu microscopie pozitivd nu le era permis sa se deplaseze la cantind, in
aceste cazuri, pacientii 151 primeau mancarea la punctul de distributie din sectia lor si 0 consumau

in saloane. Toti pacientii din sectia MDR si sectia FP-3 1si primeau alimentatia exclusiv la punctul
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de distributie din sectiile respective. O alta posibilitate de contact strans intre pacientii din aceeasi
sectie a fost consideratd administrarea zilnicd a pastilelor si a injectiilor in sala de proceduri din
cadrul fiecdrei sectii.

In timpul deplasarii in afara saloanelor din cadrul spitalului, precum si in timpul contactului
cu personalul medical, toti pacientii erau obligati sd poarte masca chirurgicald. Alte masuri de
control al infectiilor aplicate in mod obisnuit au fost: purtarea mastilor de tip respirator (FFP2 sau
FFP3) de catre personalul medical, utilizarea lampilor cu raze ultraviolete (UV), accesul limitat al
pacientilor in spatiile pentru personalul medical, ventilatia naturala a saloanelor (limitata in timpul
iernii), etc.

Fluxul derularii studiului este prezentat in Figura 3.1 Diagrama de studiu.

2627 internari/2490 pacienti unici

(inclusiv 109 reinternari)

Sectia FP-1 Sectia FP-2 Sectia FP-3 Sectia MDR Sectia Chirurgie

406 internari 459 internari 1219 internari 167 internari 376 internari

1379 pacienti TB si 1111 pacienti non-TB

- Stocarea tulpinilor de Mtbc colectate de la pacientii TB

- Urmarire timp de 2 ani/monitorizare a tratamentului
microbiologic de rutina
- Stocarea tulpinilor de Mtbc colectate be parcursul monitorizarii

I

Idenficarea a 17 pacienti care si-au schimbat spectrul de rezistenta de TB
din TB non-MDR in TB MDR (“pacienti focus”)

Secventierea
- 251 ADN-uri izolate din cohorta de pacienti TB MDR
- 17 ADN-uri perechi izolate de la “pacientii focus”

Fig. 3.1. Diagrama de studiu
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3.2 Analiza descriptiva a pacientilor spitalizati in cadrul spitalului

Cohorta initiala de studiu a fost constituitd din 2490 de pacienti, internati in IFP. Cei mai
multi pacienti au fost internati in sectia FP-3 (45,3%), urmata de sectia FP-2 (17,9%), FP-1
(16,1%), Chirurgie (14,5%) si sectia MDR (6,3%) (Fig. 3.2).

361; 15%

156; 6% 846; 34%

1127; 45%

= TB (FP-1§i FP-2) =non-TB (FP-3) =MDR = Chirurgie (TB si MDR)

Fig. 3.2. Numarul si ponderea pacientilor internati in IFP, in perioada de inrolare in
studiu, in conformitate cu sectiile spitalicesti

Varsta medie a pacientilor internati in perioada de cercetare a fost de 50,9 (DS+17,4) ani si
care a variat de la 37,2 (DS+£12,7) ani la 59,4 (DS=£17,5) ani printre pacientii din sectia MDR si a
celor din sectia FP-3, respectiv. Varsta mai inaintata a fost observata printre pacientii internati in
sectia FP-3, iar cei mai tineri printre cei din sectia MDR. S-a constatat ca ponderea barbatilor a
predominat in sectiile de TB (FP-1, FP-2, MDR si Chirurgie) formand 62,5% (1014/1363) in
comparatie cu sectia non-TB (54%; 609/1127); p<0,001. (Tabelul 3.1.) [210].

Tabelul 3.1. Caracteristicile cohortei initiale de studiu, pe sectii spitalicesti

Total FP-1 FP-2 FP-3 MDR Chirurgie
Caracteristici n=2490 n=401 n=445 n=1127 n=156 n=361
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
Varsta 50,9 43,7 45,6 59,4 37,2 45,2

(media + DS) (*17.,4) (£13,8) (*12,1) (£17,5) (x12,7) (x15,4)
Sex
Masculin 1623 (65,2) 288 (71,8) 356 (80,0) 609 (54,0) 110(70,5) 260 (72,0)
Feminin 867 (34,8) 113(28,2) 89(20,0) 518(46,0) 46(29,5) 101 (28,0)

Tip
1379
T8 (554 397(99,0) 442(99,3) 57(5,1) 156 (100) 327 (90,6)
1111 1070
-TB 4(1
1OTE 44.6) L0 30D g 000 3404
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Din numarul total de pacienti internati, mai mult de jumatate (55,4%) au fost cei cu TB, iar
ceilalti (44,6%) au fost pacienti cu alte boli pulmonare. in sectiile de TB (FP-1, FP-2, MDR si
Chirurgie) au fost internati 41 (1,6%; 41/2490) de pacienti cu alte boli pulmonare, iar in sectia FP-
3 (sectie non-TB) au fost internati 57 (2,3%; 57/2490) de pacienti cu TB (p>0,05) (Tabelul 3.1.)
[210].

3.3 Studierea migrarii pacientilor spitalizati in interiorul institutiei

Pentru cei 2490 de pacienti spitalizati au fost inregistrate 2627 de internari. Dintre pacientii
internati, 2367 (95,1%) au fost internati o singura data, iar 123 (4,9%) de pacienti interndri multiple
(109 pacienti au avut 2 interndri, 13 au avut 3 internari si 1 pacient a avut 4 internari).

Durata mediana de spitalizare in cadrul IFP, in perioada de studiu a fost de 22 [IQR 9-62]
zile. Cea mai lungd duratd de spitalizare (mediana 129 [IQR 93-168] zile) a fost in sectia MDR,
explicabila prin regimuri lungi de tratament si practica medicald de a trata pacientii in faza

intensiva, inclusiv pana la conversia sputei prin culturd in conditii de stationar (Fig. 3.3) [215].

300
250
200
s3]
= 150 —_
100 T
50 j
-
0 T - L A
Total FP3 FP1 Chirurgie FP2 MDR
n=2627 n=1219 n=406 Sectii n=376 n=459 n=167

Fig. 3.3. Durata mediana de spitalizare a pacientilor internati in IFP (numar zile), in
perioada de studiu, repartizata dupa sectii si numarul de internari

In acelasi timp, cea mai scurtd durata mediana de spitalizare (mediana 9 zile [IQR 8-13,5])
a fost in sectia FP-3, explicabild prin tratamente de scurtd duratd pentru bolile pulmonare, altele
decat TB (Fig. 3.3) [210].

Mai mult de jumatate dintre internari (53,6%; 1408/2627) au fost in sectiile de TB; FP-1 a
insumat 15,5% (n=4006), sectia FP-2 — 17,5% (n=459), sectia MDR — 6,4% (n=167) si sectia
Chirurgie — 14,3% (n=376) din totalul de internari. In sectia FP-3 au fost internati 46,4% (n=1219)
(Fig. 3.4).
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376; 14%
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865;33%

1219; 47%

=TB =non-TB =MDR = Chirurgic (TB si MDR)

Fig. 3.4. Numairul si ponderea internarilor, in perioada de studiu, dupa tipul de sectie

Cu privire la transferurile pacientilor dintr-o sectie in alta, 75 dintre pacienti au fost
transferati intr-o alta sectie decat cea in care au fost internati initial. Unul dintre pacientii transferati

a fost transferat de doua ori, iar altul a fost transferat de trei ori.

FP1 FP1
406 391

FP2 FP2
459 452
FP3 FP3
1219 1205

MDR
MDR
o7 o

Chirurgie Chirurgie
376 380

Fig. 3.5. Migrarea pacientilor dintr-o sectie in alta (75 de transferuri din 2627 de internari)

Douazeci si patru de pacientii internati initial in sectia FP-1 sau in sectia FP-2 au fost ulterior
transferati in sectia MDR, iar altii 4 pacienti in sectia FP-3. Noua dintre pacientii internati initial

in sectia FP-3 au fost transferati ulterior in sectia FP-1 sau in sectia FP-2 si alti 4 pacienti 1n sectia
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MDR. Trei dintre pacienti internati initial in sectia MDR au fost ulterior transferati in sectia FP-2
(1 pacient), in sectia FP-1 (1 pacient) si in sectia Chirurgie (1 pacient).

In sectia Chirurgie au fost transferati pacienti din diferite sectii, precum: din sectia FP-1 (5
pacienti), din sectia FP-2 (4 pacienti), din sectia FP-3 (7 pacienti) si din sectia MDR (1 pacient).
Treisprezece pacienti internati initial in sectia de Chirurgie au fost transferati in sectiile non-
chirurgicale (sectii de TB) (Fig. 3.5) [210]. Cea mai inalta rata de transfer a fost de la sectia FP-1
(5,9%), urmata de sectia de Chirurgie (3,5%), sectia FP-2 (3,3%), sectia MDR (1,8%) si sectia FP-
3 (1,6%).

Durata mediana de spitalizare pana la transferul in alta sectie a fost de 7 [IQR 4-19] zile, cea
mai scurtd fiind de 3 [IQR 1-75] zile la pacientii din sectia MDR, iar cea mai lunga de 13 [IQR 5-
32] zile la cei din sectia FP-2 si 12 [IQR 4-48] zile la cei din sectia Chirurgie. Durata mediana de
spitalizare a fost de 6 [IQR 2-7,5] zile pana la transferul din sectia FP-1 si de 9 [IQR 4-13,5] zile
pana la transferul din sectia FP-3.

In cadrul cercetarii s-a analizat profilul de rezistentd a Mtbc al pacientilor care au fost
transferati (n=75) in alte sectii (Fig. 3.6).

Trebuie de mentionat faptul ca 41 dintre pacienti cu TB RR/MDR au fost internati initial
intr-una dintre sectiile non-MDR. Dintre acestia, 33 de pacienti au fost transferati ulterior in sectia
MDR, iar 8, in una dintre sectiile non-MDR: FP-2 (n=10), FP-3 (n=3) si sectia Chirurgie (n=7).
De mentionat ca acesti 8 pacienti transferati in una dintre sectiile non-MDR, initial au fost internati

in sectia FP-1 (n= 3), in sectia FP-3 (n=2) si 1n sectia Chirurgie (n=3).
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Fig. 3.6. Numairul de transferuri in sectii, dupa profilul de rezistenta al pacientului
transferat (75 de pacienti transferati din 2627 de internari)

Durata mediana de spitalizare a pacientilor transferati (n=75), in functie de profilul de

rezistentd a Mtbc este expusd in Fig. 3.7. Pacientii cu TB RR/MDR au avut o duratd mediana de

60
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Total nonTB TB susp TB MDR TB poli
n=75 n=3 n=25 n=44 n=3

Tipul de rezistenta

Fig. 3.7. Durata mediana de spitalizare (numar zile) a pacientilor transferati (n=75) dupa
tipul de rezistenta al complexului M. tuberculosis.

spitalizare de 7 [IQR 4-18] zile in sectiile non-MDR, cu o duratd cumulativa de 631 zile [210].
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Numarul median si cel cumulativ de persoane contacte al pacientilor cu TB RR/MDR din

sectiile non-MDR a fost de 3 [IQR 2-5] si, respectiv, 144 de contacti.

3.4 Analiza descriptiva a cohortei pacientilor spitalizati cu tuberculoza

Cohorta pacientilor internati in IFP (in perioada 01.07.2014 — 30.06.2015) si diagnosticati
cu TB a format 1379 de pacienti.

Varsta medie a fost de 43,8 ani (DS+13,8) ani, mediana varstei a constituit 44 ani, cel mai
tanar participant a avut 18 ani, iar cel mai In varsta — 86 de ani. Barbati (74,2%; n=1023) si cei din
mediul rural (76,2%; n=1051) au format majoritatea. O cincime (19,8%; n=273) dintre
participantii la studiu s-au aflat peste hotarele tarii cel putin 3 luni, in ultimele 12 luni anterior
stabilirii diagnosticului de TB [210].

Intru reprezentativitatea cohortei de pacienti cu TB inclusi in studiu, am recurs la
comparabilitatea caracteristicilor demografice cu cohorta nationala, formata din pacientii cu TB
notificati in perioada anului 2014, regiunea malului drept al raului Nistru. Datele prezentate in
tabelul de mai jos, confirma ca pacientii cu TB inrolati in studiu prezinta o similaritate statistica
in conformitate cu parametrii de baza: precum sexul, grupul de varsta, statutul HIV si statutul de
migrant (Tabelul 3.2).

Tabelul 3.2. Compararea cohortelor in baza parametrilor demografici si clinici

Caracteristici Cohorta de studiu  Cohorta nationala  Valoarea p
n=1379 n= 3846
n (%) n (%)
Sex
Barbati 1023 (74,2) 2798 (72,7) p>0,05
Femei 356 (25,8) 1048 (27,3) p>0,05
Mediu de resedinta
Urban 328 (23,8) 1413 (36,7) p<0,01
Rural 1051 (76,2) 2433 (63,2) p<0,01
Varsta
<44 ani 715 (51,8) 2023 (52,6) p>0,05
> 45 ani 664 (48,2) 1823 (47,4) p>0,05
Migrant*
Da 273 (19,8) 708 (18,4) p>0,05
Nu 1106 (80,2) 3138 (81,6) p>0,05
Statut HIV
Pozitiv 78 (5,7) 220 (5,7) p>0,05
Negativ/necunoscut 1301 (94.3) 3626 (94,3) p>0,05

Sursa pentru cohorta nationald: SIME TB, registrul national de evidenta a cazurilor cu TB

Dupa mediul de resedinta nu a fost observata similaritatea statistica, aceasta fiind explicata

prin faptul ca, desi IFP este un spital national, unde, de regula, sunt internati pacienti cu TB din
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toatd tara, In paralel existda spitale de nivel municipal (IMSP Spitalul Municipal de
ftiziopneumologie Chisindu si sectia Dispensarului de ftiziopneumologie Balti) care deservesc, in
special, municipiile si regiunea de nord ale tarii (Dispensarul de ftiziopneumologie Balti). Prin
acest fapt am putea presupune ca pacientii din mediul urban au fost in mare parte internati in aceste
doua spitale de nivel municipal.

Analizand spectrul pacientilor inrolati in studiu dupa tipul cazului de TB, am constatat ca
75% (1034/1379) dintre pacientii diagnosticati cu TB in perioada deruldrii studiului au fost
notificati drept cazuri noi (pacienti care nu au luat niciodatd tratament cu medicamente
antituberculoase in asociere pe o perioadd mai mare de o luna de zile).

Re-tratamentele (pacienti care au avut cel putin un tratament anterior pentru TB) a format o
patrime (25%; 345/1379) din totalul pacientilor notificati. Recidivele (pacientul care a fost evaluat,
vindecat sau tratament Incheiat in urma unui tratament antituberculos si care are un nou episod de
TB) au format 16,9% (233/1379), iar alte tipuri de re-tratament, precum re-notificarea pentru un
nou tratament de TB a pierdutilor din supravegherea medicald si a celor pentru care tratamentul
anterior pentru TB s-a soldat cu esec au format 3,6% (50/1379) si 4,5% (62/1379), respectiv
(Tabelul 3.3).

In cadrul repartizirii in sectiile spitalicesti, s-a observat ci cazurile noi de TB au fost
spitalizate Tn marea majoritate in sectia FP-1 (95,7%), iar re-tratamentele in sectia FP-2 (58,6%),
p<0,001, ceea ce confirma respectarea internarii pacientilor cu TB 1n sectiile de TB in conformitate
cu criteriile de internare a pacientilor din cadrul IFP pentru aceste doud sectii. Cu toate acestea, in
sectia FP-3 (sectie non-TB) au fost internati 54 dintre pacienti cu TB, ceea ce contravine cu
directivele de internare in sectiile [FP (Tabelul 3.3).

Cat priveste internarea pacientilor cu TB in functie de localizarea procesului de TB, in
majoritatea cazurilor, in sectiile de TB (FP-1 si FP-2) au fost internati pacienti cu TB cu localizare
exclusiv pulmonara (92,9% si 96,2%), fatd de cei internati in sectia Chirurgie (38,8%), p<0,001,
ceea ce confirma respectarea criteriilor de internare in aceste 3 sectii. In acelasi timp, s-a constatat
ca, in sectia FP-3 (sectie non-TB), circa o cincime (19,6%) dintre pacientii internati au fost cu TB
forme extra-pulmonare (Tabelul 3.3) [210].

Pacientii internati in sectia MDR, au reprezentat 52,6% cazuri noi de TB si cazuri de TB cu
re-tratament (47,4%). In majoritatea cazurilor, acestia au fost pacienti cu TB cu localizare
pulmonara (95,5%) (Tabelul 3.3) [210].

In baza rezultatelor de laborator, prin metoda culturali (BACTEC MGIT 960 si/sau LJ) au
fost confirmate 68,0% (n=938) dintre cazurile TB. Suplimentar, in randul pacientilor la care nu a

putut fi identificatd Mtbc prin metode culturale (n=441), la 78 dintre acestia a fost identificat ADN-
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ul Mtbc prin metoda Xpert MTB/RIF (sau 17,7%; 78/441). Astfel, numarul total de pacienti cu
diagnosticul TB, confirmat prin metode culturale si/sau metoda Xpert MTB/RIF, a fost de 1016
din 1379 (73,7%). In 26,3% (363/1379) cazuri toate testele microbiologice pentru identificarea
Mtbc au fost negative, iar diagnosticul de TB a fost stabilit in baza rezultatelor clinice (Tabelul

3.43) [210].

Tabelul 3.3. Cohorta pacientilor cu tuberculoza, dupa tipul de caz si localizarea procesului
de tuberculozi, conform repartizarii in sectiile spitalicesti

Total FP-1 FP-2 FP-3 MDR Chirurgi
Caracteristici n=1379 n=397 n=442 n=57 n=156 n=§27
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) b o)

Tip caz de TB
Caznou 1034 (75,0) 380(95,7) 259(58,6) 52(91,2) 82(52,6) 261(79,8)
Re-tratament 345 (25,0) 17 (4,5) 183 (41,4) 5(8,8) 74 (47,4) 66 (20,2)
Inclusiv: Recidiva 233 (16,9) 16 (4,0) 135(30,5) 5(8,9) 30(19,2) 47 (144)
Alte re-tratamente 112 (8,1) 1(0,3) 48 (10,9) 0(0,0) 44 (28,2) 19 (5,9)
- pierdut 50 (3,6) 1(0,3) 23 (5,2) 0 15 (9,6) 11 (3,4)
- esec 62 (4,5) 0 25(5,7) 0 29 (18,6) 8(2,5)
Localizare TB
Pulmonara 1114 (80,8) 369(92,9) 425(96,2) 44 (77,2) 149(95,5) 127 (38.8)
Extra-

183 (13.3 8(2,0 3(0,7 11 (19,6 1(0,6 160 (49,0
pulmonar (13,3)  8(2,0) (0,7) (19,6) 1(0,6) (49,0)

Pulmonara si

2 2 14 (3,2 2 40 (12.2
extra-pulmonara o> ) 0(5.5) 32 236 639 0(12,2)

Conform repartizarii In sectii, s-a observat ca in sectiile de TB (FP-1 si FP-2) au fost
internati Tn majoritatea cazurilor pacienti cu forme de TB bacteriologic confirmate (83,4% si
81,0%, respectiv), ceea ce corespunde cu criteriile de internare in sectiile de TB stipulate in
Protocolul Clinic National ,, Tuberculoza la adult” [215]. In sectia Chirurgie — circa jumitate dintre
pacientii internati aveau forme bacteriologic confirmate (48,3%), ceea ce ar putea fi explicabil prin
faptul ca aceasta sectie sunt, in mare parte cazuri cu localizare extra-pulmonara si care nu au
confirmare bacteriologic. In sectia FP-3 (sectie non-TB) au fost internati si pacienti cu TB forme
bacteriologic confirmate (57,9%), fapt ce nu se incadreaza in directivele de internare in cadrul

stationarelor de ftiziopneumologie (Tabelul 3.4).
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Tabelul 3.4. Cohorta pacientilor cu tuberculozi, in functie de confirmarea bacteriologica,
conform repartizarii in sectiile spitalicesti

Total FP-1 FP-2 FP-3 mpr  Chirurgl
Caracteristici n=1379 n=397 n=442 n=57 n=156 n_§ 27
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
316 358 151 158

Cu confirmare 1016 (73,7) 33 (57,9)

(83,4) (81,0) (96,8) (48,3)
Cultura pozitiva ~ 938(68,0) 296 (74,6) 331(74,9) 25(43,9) 142(91,0) 144 (44,0)
Cultura negativa,

GeneXpert 78 (5,7) 20 (5,0) 27 (6,1) 8 (14,0) 9 (5,8) 14 (4,3)
pozitiv

Fara confirmare 363 (26,3) 81(20,4) 84 (19,5) 24(42,9) 5(3.2) 169 (51,7)

Din numarul totalul de pacienti diagnosticati cu TB prin cel putin una dintre metodele
culturale (BACTEC MGIT 960 sau LJ; n=938), au fost diagnosticati pacienti cu tulpini sensibile
in 60,5% (n=567), cu TB mono/poli-rezistenta - in 6,8% cazuri (n=64), cu TB RR/MDR - 32,7%
cazuri (307) (Fig. 3.8).

N=938

307;33%

567; 60%

64; 7%

= Sensibila Mono/poli- RR/MDR

Fig. 3.8. Numiirul si ponderea pacientilor cu rezultat pozitiv in culturi, conform tipului de
rezistenta

Din numarul total de pacienti spitalizati in sectia MDR, majoritate (90,4%) dintre acestia
au fost cu TB-MDR confirmatd prin cultura, in conformitate cu profilul sectiei. Cu toate ca
celelalte sectii nu sunt cu profil pentru TB-MDR, au fost spitalizati si pacienti cu TB-MDR

(confirmata prin culturd). Repartizarea conform sectiilor este expusa in Fig. 3.9 .
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Total (n=1379) FP-1 (n=397) FP-2 (n=442) FP-3 (n=57) MDR (n=156) Chirurgie
(n=327)
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Fig. 3.9. Distribuirea pacientilor cu TB non-MDR si TB-MDR confirmata prin cultura
conform profilului sectiei (abs.,%)

3.5 Evaluarea factorilor determinanti care ar putea favoriza prezenta mutatiilor genetice

si influenta succesul tratamentului

Cohorta de studiu supusa secventierii a fost formata din 268 de pacienti, care, la randul sau,
a cuprins 251 pacienti cu TB-MDR confirmata prin cultura pentru care a fost posibila secventierea
st alti 17 pacienti care si-au schimbat profilul rezistentei din TB non-MDR in TB-MDR pe
parcursul studiului.

Varsta medie in cadrul cohortei a fost de 38,9 (DS+£12,5) ani, mediana varstei a fost egala
cu 38 ani, cel mai tandr participant a avut 18 ani, iar cel mai in varstd — 74 ani (Tabelul 3.5).

Majoritatea dintre pacienti au fost barbati (76,5%), cu resedinta din mediul rural (72,8%) si
care au avut varsta cuprinsa intre 18 si 44 ani (69,0%). In circa o cincime cazuri (20,9%) pacientii
s-au aflat peste hotarele tirii pe o durati de cel putin 3 luni inainte de a fi diagnosticati cu TB. in
53,7% cazuri pacientii au fost cu episoade noi de TB (notificati caz nou), iar Tn majoritatea (97,4%)
cazurilor, procesul tuberculos a fost localizat in parenchimul pulmonar. In dezagregare dupa

statutul HIV, 17 (6,3%) pacienti au fost testati pozitivi (Tabelul 3.5).
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Tabelul 3.5. Caracteristicile demografice si clinice ale pacientilor cu TB-MDR confirmata
prin cultura a caror tulpini TB-MDR au fost supuse secventierii

Caracteristici n (%)
Total 268
Sex
Barbati 205 (76,5)
Femei 63 (23,5)
Mediu de resedinta
Urban 73 (27,2)
Rural 195 (72,8)
Virsta
<44 ani 185 (69,0)
> 45 ani 83 (31,0)
Migrant
Da 56 (20,9)
Nu 212 (79,1)
Tip caz de TB
Caz nou 144 (53,7)
Re-tratament 124 (46,3)
Localizare proces TB
Pulmonar 261 (97,4)
Extra-pulmonar (pleura) 7 (2,6)
Statut HIV
Pozitiv 17 (6,3)
Negativ/necunoscut 251 (93,7)

Prezenta mutatiilor genetice responsabile de rezistenta la medicamentele utilizate pentru
tratamentul tuberculozei este redata in Fig. 3.10, care variaza de la 100% (INH si RIF) la 6,0%
(CS). De mentionat cd nu au fost identificate mutatii la nivel de gene responsabile de rezistenta la
Clofazimina (CFZ), Linezolid (LZD), Bedaquilind (BDQ) si Delamanid (DLM). Acest fapt,
confera incredere in aplicarea regimurilor noi, de scurtd duratd, recomandate recent de catre OMS
[216] pentru tratamentul TB rezistente.

Cele mai frecvente mutatii responsabile de rezistenta tulpinii M¢bc la INH au fost mutatiile
in gena fabGl -15¢>t & katG cu codul S315T (54,5%; [Ii95%:48,52-60,44]) si in gena katG cu
codul S315T (38,8%; [Ii95%:32,97-44,64]). De mentionat, aici, despre faptul confirmarii frecventii
inalte a mutatiilor in genele fabGI -15¢, katG in cohorta studiata cu datele publicate la nivel
international, studiu ce cuprinde o revizuire sistematicd a 5804 de izolate cu rezistenta la INH din

31 tri [217].
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Fig. 3.10. Numarul si ponderea mutatiilor genetice care confera rezistenta la
medicamentele anti-microbiene in tulpinile de TB MDR, supuse secventierii

Mutatia in gena rpoB cu codul S450L a provocat rezistentd la RIF in 87,3% [1195%:83,33-
91,30] cazuri. Despre responsabilitatea mutatiei in gena rpoB cu codul S450L de a provoca
rezistentd naltd la RIF se specifica in mai multe studii realizate la nivel international
[217,218,219], fapt confirmat si in cohorta studiata.

Rezistenta la STM intalnitd in 92,2% [1195%:88,95-95,38] cazuri a fost determinati, in
special, de mutatia in gena rpsL cu codul K88R in 54,4% [1195%:48,14-60,07] cazuri si in gena
rpsL cu codul K43R 1n 34,0% cazuri. Mutatia In gena rpsL care determina rezistenta la STM este
descrisa intr-o varietate de la 19% [220] la 33-38% [221,222] in diferite tari ale lumii. Studiul
realizat in China noteaza asupra existentei a 70% [223] a mutatiilor In gena respectiva cu
prevalarea in izolatele Beijing.

In 61,6% [1195%: 55,74-67,39] cazuri, tulpinile de Mthc au fost cu rezistenti la EMB, iar
rezistenta a fost determinata in mai mult de o cincime (21.3%; [1195%:15,69-25,36]) cazuri de
mutatia geneticd embB cu codul M306V, in 40.3% [Ii95%:35,21-46,99] cazuri — de alte tipuri de
mutatii (in 20 gene diferite), iar in 38,4% [1195%:32,61-44,26] cazuri — nu au fost determinate
mutatii. Prezenta mutatiei genetice embB cu codul M306V in cohorta studiatd ne confera incredere
sa stabilim rezistenta la EMB in cohorta studiata, fapt mentionat in mai multe cercetari care au

studiat acest fenomen care indica asupra prezentei mutatiilor respective [224,225].
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Tabelul 3.6. Gene si mutatii care confera rezistenti la medicamente antimicrobiene in

tulpinile de TB MDR, supuse secventierii, n (%)

Denumire medicament / Gene responsabile de mutatie n % [1195%]
Numarul total de tulpini 268
Prezenta mutatiilor la Izoniazida (INH) 268 100 [100 — 100]
Mutatia - fabG1 -15¢>t,; katG S315T 146 54,5 [48,52-60,44]
Mutatia - katG S315T 104 38,8 [32,97-44,64]
Alte mutatii (5 gene) 18 6,7 [3,71-9,69]
Prezenta mutatiilor la Rifampicina (RIF) 268 100 [100 — 100]
Mutatia - rpoB S450L 234 87,3 [83,33-91,30]
Alte mutatii (11 gene) 34 12,7 [8,70-16,67]
Prezenta mutatiilor la Streptomicina (STM) 247 92,2 [88,95-95,38]
Mutatia - rpsL. K88R 146 54,5 [48,14-60,07]
Mutatia - rpsL K43R 91 34,0 [28,29-39,62]
Alte mutatii (5 gene) 10 3.711,73-6,47]
Lipsa mutatiilor 21 7,8 [4,62-11,05]
Prezenta mutatiilor la Etambutol (EMB) 165 61,6 [55,74-67,39]
Mutatia - embB M306V 57 21.3[15,69-25,36]
Alte mutatii (20 gene) 108 40.3 [35,21-46,99]
Lipsa mutatiilor 103 38,4 [32,61-44,26]
Prezenta mutatiilor la Pirazinamida (PZA) 132 49,3 [43,27-55,24]
Alte mutatii (83 gene) 132 49,3 [43,31-55,29]
Lipsa mutatiilor 136 50,7 [44,76-56,73]
Prezenta mutatiilor la Moxifloxacina (MFX) 68 25,4 [20,16-30,58]
Alte mutatii (17 gene) 68 25,4 [20,16-30,58]
Lipsa mutatiilor 200 74,6 [69,42-79,84]
Prezenta mutatiilor la Levofloxacina (LFX) 71 26,5 [21,21-31,78]
Alte mutatii (21 gene) 71 26,5 [21,21-31,78]
Lipsa mutatiilor 197 73,5 [68,22-78,79]
Prezenta mutatiilor la Kanamicina (KAN) 181 67,5 [61,93-73,14]
Mutatia - eis -12¢>t 129 48,1 [42,15-54,12]
Alte mutatii (10 gene) 52 19,4 [14,67-24,13]
Lipsa mutatiilor 87 32,5 [26,86-38,07]
Prezenta mutatiilor la Amikacina (AMK) 35 13,1 [9,03-17,09]
Alte mutatii (4 gene) 35 13,1 [9,03-17,09]
Lipsa mutatiilor 233 86,9 [82,91-90,97]
Prezenta mutatiilor la Capreomicina (CAP) 37 13,8 [9,68-17,94]
Alte mutatii (7 gene) 37 13,8 [9,68-17,94]
Lipsa mutatiilor 231 86,2 [82,06-90,32]
Prezenta mutatiilor la Etionamida/Protionamida (ETO/PTO) 234 87,3 [83,33-91,30]
Mutatia - fabG1 -15¢>t; ethA H281P 130 48,5 [42,52-54,49]
Alte mutatii (20 gene) 104 38,8 [32,97-44,64]
Lipsa mutatiilor 34 12,7 [8,70-16,67]
Prezenta mutatiilor la Cicloserina (CS) 16 6,0 [3,13-8,81]
Alte mutatii (16 gene) 16 6,0 [3,13-8,81]
Lipsa mutatiilor 252 94,0 [91,19-96,87]
Prezenta mutatiilor la Acid para -aminosalicilic (PAS) 61 22,8 [17,74-27,78]
Mutatia - thyA R222G 37 13,8 [9,68-17,94]
Alte mutatii (5 gene) 24 9,0 [5,54-12,37]
Lipsa mutatiilor 207 77,2 [72,22-82,26]

Rezistenta la PZA a fost determinata in 49,3% [1195%: 43,27-55,24] cazuri si conditionata

de mutatii in 83 de gene diferite. In circa o patrime cazuri a fost stabilitd rezistenta la MFX (25,4%
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[1195%: 20,16-30,5]) si LFX (26,5% [1195%: 21,21-31,78]), rezistenta fiind determinati de mutatii
in diferite gene (17 gene si 21 gene, respectiv).

Majoritatea tulpinilor au fost cu rezistentd la Kanamicina (KAN) (67,7% [I1195%: 61,93-
73,14]), responsabila de rezistenta fiind mutatia genetica eis -12¢>¢1n 48,1% [1195%:42,15-54,12]
cazuri. Cu rezistentd la AMK si CAP au fost 13,1% [1195%:9,03-17,09] si 13,8% [1195%: 9,68-
17,94] dintre tulpinile Mtbc, cauzata de diferite mutatii in 4 si 7 gene, respectiv. In majoritatea
(87,3% [195%: 83,33-91,30]) cazurilor s-a determinat rezistenta la ETH sau PTO, aceasta fiind
atribuitd mutatiei genetice fabGl -15¢>t; ethA cu codul H281P in 48,5% [1195%:42,52-54,49]
cazuri, iar in 38,8% [1195%:32,97-44,64] cazuri rezistenta a fost provocati de alte mutatii in 20 de
gene diferite. Responsabile pentru rezistenta la Cicloserind (6,0% [1195%:3,13-8,81]) au fost
mutatiile Intalnite in 16 gene diferite. in 22,8% [Ii95%: 17,74-27,78] cazuri, s-a Intalnit rezistenta
la acidul para-aminosalicilic, determinatd de mutatia t4yA4 cu codul R222G 1n 13,8% [ 1195%:9,68-
17,94] cazuri (Tabelul 3.6).

3.5.1 Evaluarea factorilor care ar putea fi asociati cu mutatiile genetice la
medicamentele antituberculoase
In cadrul studiului, ne-am propus si analizim prezenta mutatiilor care determini rezistenta
la medicamentele antituberculoase, in functie de factorii demografici (sex, mediul de resedinta,
statut de migrant) si a factorilor clinici (localizarea procesului patologic si tipul de notificare al

cazului).

3.5.1.1 Prezenta mutatiilor la Izoniazida (INH)

Mutatia geneticd la INH determinatd de gena fabGl -15¢>t& katG S315T a fost intalnita
in 54,5% (146/268) cazuri. Cel mai frecvent, a fost observata la barbati (79.5%; n=116), la cei din
mediul rural (72.6; n=106), care au avut varsta de pana la 45 ani (76.0%; n=111) si procesul
tuberculos a fost localizat in plamani (96.6%; n=141). Cat priveste tipul de notificare a cazului,
mutatia geneticd la INH determinata de gena fabG1 -15¢>t& katG S315T a fost identificata practic
in aceeasi masurd printre cazurile noi (49.3%; n=72) si cazurile de retratament (50.7%; n=74).
Printre cazurile cu statutul HIV pozitiv, mutatia respectiva a fost observata la cinci (3.4%) dintre
pacienti. in analiza bivariati, care a determinat interdependenta factorilor demografici si clinici, a
scos in evidenta ca persoanele cu TB cu varsta de pana la 45 ani au de 2.06 [1195%:1.21-3.48] mai
multe sanse de a poseda mutatia genetica la INH determinatd de gena fabG1 -15¢>t& katG S315T
decat cei cu varsta mai mare de 45 ani (p=0.007). In cohorta studiati, s-a observat statutul HIV
pozitiv, drept factor protector pentru mutatia genetica la INH determinata de gena fabG1 -15¢>t&

katG S315T (Tabelul 3.7)
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Tabelul 3.7. Factori asociati mutatiei fabG1 -15c>t&katG S315T la INH

Prezenta mutatiei

Denumire factori fabGl -15c>t&katG S315T OR [1195%] Valoarea
Da Nu
n (%) n (%)
Total 146 122

Sex 0.269*
Barbati 116 (79.5) 89 (73.0) 1.43 [0.81-2.53]
Femei 30 (20.5) 33 (27.0) ref

Mediu de resedinta 0.949
Urban 40 (27.4) 33 (27.0) 1.02 [0.59-1.75]
Rural 106 (72.6) 89 (73.0) ref

Virsta 0.007
<44 ani 111 (76.0) 74 (60.7) 2.06 [1.21-3.48]
> 45 ani 35(24.0) 48 (39.3) ref

Migrant 0.450
Da 28 (19.2) 28 (23.0) 0.80 [0.44-1.44]
Nu 118 (80.8) 94 (77.0) ref

Localizare 0.607*
Pulmonara 141 (96.6) 120 (98.4) 0.47 [0.90-2.47]
Extrapulmonara 534 2 (1.6) ref

Tipul cazului 0.113
Caz nou 72 (49.3) 72 (59.0) 0.68 [0.42-1.10]
Retratament 74 (50.7) 50 (41.0) ref

Statutul HIV 0.045*
Pozitiv 534 12 (9.8) 0.36 [0.12-1.05]
Negativ/necunoscut 141 (96.6) 122 (90.2) ref

* Fisher exact test; ref — valoarea de referinta; I1 — interval de incredere; OR -odds ratio

Mutatia katG S315T la INH a fost identificata in 38.8% (104/268) cazuri 1n tulpinele de
TB MDR supuse secventierii. in majoritatea cazurilor, mutatia katG S315T a fost determinati la
barbati (70.2%, n=73), cazuri din mediul rural (72.1%; n=75), persoane cu varsta de pana la 45 ani
(61.5%; n=64), cu localizarea procesului in plamani (99.0%; n=103) si notificati In evidenta
medicald ,,caz nou” (62.5%; n=65). Circa o cincime (22.1%; n=23) dintre pacientii cu acest tip de
mutatie genetica au fost cu statut de migrant. Noud (8.7%) dintre pacientii pentru care a fost
determinatd mutatia katG S315T la INH au fost cu statut HIV pozitiv.

Prin analiza bivariatd de asociere a factorilor s-a determinat ca au mai multe sanse de a
poseda mutatia katG S315T pentru INH: femeile (OR=2.0 [1195%:1.07-3.38; p=0.042], cele cu
varsta mai mare de 45 de ani (OR=1.76; [1195%:1.04-2.98]; p=0.035) si pacientii cu diagnosticul
de TB stabilit pentru prima dati in viata (OR=1.79 [1195%:1.09-2.96]; p=0.022) (Tabelul 3.8).

76



Tabelul 3.8. Factori asociati mutatiei katG S315T 1a INH

Denumire factori Prezenta mutatiei katG S315T A Valoare
Da Nu OR [1195%]
n (%) n (%) P
Total 104 164

Sex 0.042*
Barbati 73 (70.2) 134 (81.7) ref
Femei 31 (29.8) 30 (18.3) 2.0 [1.07-3.38]

Mediu de resedinta 0.850
Urban 29 (27.9) 44 (26.8) 1.06 [0.61-1.83]

Rural 75 (72.1) 120 (73.2) ref

Viarsta 0.035
<44 ani 64 (61.5) 121 (73.8) ref
> 45 ani 40 (38.5) 43 (26.2) 1.76 [1.04-2.98]

Migrant* 0.700
Da 23 (22.1) 33 (20.1) 1.13 [0.62-2.05]

Nu 81(77.9) 131 (79.9)

Localizare 0.342%*
Pulmonara 103 (99.0) 158 (96.3) 3.91[0.46-32.9]
Extrapulmonara 1(1.0) 6 (3.7)

Tipul cazului 0.022
Caz nou 65 (62.5) 79 (48.2) 1.79 [1.09-2.96]
Retratament 39 (37.5) 85 (51.8)

Statutul HIV 0.303*
Pozitiv 9(8.7) 8(4.9) 1.84 [0.69-4.95]
Negativ/necunoscut 95 (91.3) 156 (95.1)

* Fisher exact test; ref — valoarea de referinta; 11 — interval de incredere; OR - odds ratio

3.5.1.2 Prezenta mutatiilor la Rifampicina (RIF)

Mutatiile genetice la RIF au fost, In special, determinate de gena rpoB S450L in 87.3%
(234/268) cazuri in tulpinele de TB MDR supuse secventierii. Dintre persoanele la care a fost
inregistratd prezenta mutatie in 76.5% (n=179) acestia au fost barbati, in 70.5% (n=165) pacientii
au provenit din mediul rural, in 97.4% (n=228) cazuri localizarea procesului patologic a fost
pulmonara, in circa o cincime cazuri (22.2%; n=22) au fost persoane migrante si in mai mult de
jumadtate dintre cazuri (53.0%; n=124) acestia au fost pacienti luati in evidenta medicald ,,cazuri
noi”. Analiza bivariata de asociere a factorilor nu a determinat nici o interdependenta statistic
semnificativa in raport cu mediul de resedinta, varsta, sexul, statutul de migrant sau localizarea
procesului patologic. In acelasi timp, in cohorta studiati s-a observat statutul HIV pozitiv drept

factor protectiv pentru mutatia rpoB S450L (Tabelul 3.9).
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Tabelul 3.9. Factori asociati mutatiei rpoB S450L la Rifampicina

Denumire factori Prezenta mutatiei rpoB S450L . Valoarea
Da Nu OR [1195%]
n (%) n (%)
Total 234 34

Sex
Barbati 179 (76.5) 26 (76.5) 1.0 [0.43-2.34] 0.999*
Femei 55(23.5) 8 (23.5)

Mediu de resedinta
Urban 62 (26.5) 11 (32.4) 0.75[0.35-1.64] 0.597*
Rural 172 (73.5) 23 (67.6)

Virsta
<44 ani 165 (70.5) 20 (58.8) 1.67 [0.80-3.50] 0.240*
> 45 ani 69 (29.5) 14 (41.2)

Migrant*
Da 52(22.2) 4(11.8) 2.14[0.72-6.34] 0.161*
Nu 182 (77.8) 30(88.2)

Localizare
Pulmonara 228 (97.4) 33(97.1) 1.150.13-9.87] 0.999*
Extrapulmonara 6 (2.6) 1(2.9)

Tipul cazului
Caz nou 124 (53.0) 20 (58.8) 0.79 [0.38-1.64] 0.653*
Retratament 110 (47.0) 14 (41.2)

Statutul HIV
Pozitiv 11 (4.7) 6 (17.6) 0.23 [0.79-0.67] 0.023*
Negativ/necunoscut 223 (95.3) 28 (82.4)

* Fisher exact test; ref — valoarea de referinti; I — interval de incredere; OR - odds ratio

3.5.1.3 Prezenta mutatiilor la Streptomicinda (STM)

Mutatiile genetice la STM, au fost determinate de gena rpsL K88R in 54.5% (146/268)
cazuri in tulpinile de TB MDR supuse secventierii. Contingentul pacientilor la care a fost observata
mutatia definitd de gena rpsL K88R a fost format in majoritatea cazurilor de barbati (80.0%;
n=117), proveniti din mediul rural (73.3%; n=107) si de pacienti cu varsta de pana la 45 ani
(72.6%; n=106). Pacienti cu statut de migrant au fost 26 (sau 17.8%), iar cu statut HIV pozitiv — 5
(3.4%) pacienti. Cazurile notificate drept re-tratamente pentru episodul de TB au constituit mai
mult de jumatate (52.1%; n=76) dintre cazurile cu acest tip de mutatie genetica.

Analiza bivariatd a determinat asocierea dintre tipul de notificare a cazului de TB si
prezenta mutatiei in gena rpsL K88R. Pacientii cu TB inregistrati in evidenta medicald pentru re-
tratamente au de 1.63 [1.1-2.63] ori mai multe sanse de a poseda prezenta mutatie genetica
(p=0.034) (Anexa 1).

Prezenta mutatiei genetice determinatd de gena rpsL K43R a fost apreciatd in 34.0%
(91/268) cazuri printre tulpinile de TB MDR supuse secventierii. Contingentul (dupa statutul

demografic si clinic) care a format grupul de pacienti cu prezenta mutatie este prezentat in Anexa
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2. De remarcat ca analiza bivariata nu a scos 1n evidentd nici o asociere statistic semnificativa intre

factorii demografici si clinici studiati si prezenta mutatiei in gena rpsL K43R (Anexa 2).

3.5.1.4 Prezenta mutatiilor la Etambutol (EMB)

Mutatiile genetice la EMB au fost intdlnite in 21 gene, precum: embA -11c>t, embA -
11c>t; embB M306V, embA -12c>t, embA -16c>a, embA -16c>t, embA -16c>t& embB Q497R,
embA -8c>a embA -8c>a& embB Y319S, embA -8c>t, embB D328G, embB D354A, embB G406A4,
embB G406D, embB G406S, embB M3061, embB M3061; embB D354A4, embB M306V, embB
M306V& embB G406S, embB Q497K, embB Q497R, embB Y319S.

Prezenta a cel putin uneia dintre mutatiile genetice enumerate au fost observate in 61.6%
cazuri (n=165) printre tulpinile TB MDR supuse secventierii. Prezenta mutatiilor (cel putin una
dintre 21 gene) in dezagregare dupa factorii demografici si clinici este prezentatd in Anexa 3. De
remarcat cd mutatia genetica a cel putin uneia dintre 21 gene a fost observata in 58 dintre tulpinile
TB MDR ale pacientilor (35.2%) care aveau o varstd mai mare de 45 de ani, iar analiza bivariata
de asociere a factorilor a scos in evidentd ca pacientii cu varsta mai mare de 45 ani au de 1.78
[1195%:1.19-3.11] ori mai multe sanse de a prezenta cel putin una dintre mutatiile (21 gene) fata
de cei cu varsta de pana la 45 ani (p=0.041) (Anexa 3).

Mutatia genetica determinatd in gena embB M306V a fost determinata in 57 (21.3%) dintre
tulpinile TB MDR supuse secventierii. Prezenta mutatie a fost intalnita in tulpinile barbatilor in
71.9% (n=41) cazuri, in tulpinile pacientilor proveniti din mediul rural in 36.8% (n=21) cazuri, in
tulpinile pacientilor cu varsta de pand la 45 ani in 59.6% (n=34), in tulpinile pacientilor cu statut
de migrant in 21.1% (n=12), in tulpinile pacientilor diagnosticati cu TB pulmonara in 98.2%
(n=56) si in tulpinile pacientilor notificati ,,caz nou” in 61.4% (n=35) si in a celor cu statut HIV
pozitiv — in 7.3% (n=12) cazuri.

In analiza bivariati, s-a determinat asocierea prezentei mutatiei genetice in gena embB
M306V si mediul de resedinti. S-au estimat mai multe sanse (OR=1.88 [1195%:1.14-3.51]) pentru
prezenta mutatiei genetice in gena embB M306V la pacientii cu TB MDR, care provin din mediul

urban (p=0.045).

3.5.1.5 Prezenta mutatiilor la Pirazinamida (PZA)

Prezenta mutatiei la PZA a fost determinata in 83 gene (pncA -11a>c, pncA -11a>g, pncA
122 del atcaggcggcgaa, pncA, 230 del cctcatgg, 287 del _a, pncA 290 ins t, pncA 291 ins g,
205 _del cggtgctgctccttatcaggecacacggectcttcaccagtgggeccagctacaccttcaggaaccaa, pncA
292 ins_t, pncA 392 ins_gg, pncA 406 ins cca, pncA 456 del c, pncA 7 del g, pncA -7t>c,
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pncA A134V, pncA A134V& pncA CI4G, pncA -11a>c, pncA A46V, pncA C14G, pncA CI4R,
pncA D124, pncA D136A, pncA D136V, pncA D56Y; pncA 164_del gg, pncA D634, pncA D63G,
pncA DSE; pncA -11a>g, pncA DSH, pncA E15G, pncA F358S, pncA G101, pncA G105V, pncA
GI08E, pncA G174, pncA G24D, pncA G978, pncA H51P, pncA H71Y, pncA 131S, pncA I6L,
pncA 16S, pncA K96, pncA K96N, pncA K96R, pncA K96T, pncA L116P; pncA 293 ins gt, pncA
LI159V, pncA L182W, pncA L4S, pncA L4W, pncA LS5R, pncA M175V, pncA P54L, pncA P540Q,
pncA P69L, pncA P69S, pncA Q10P, pncA Q141, pncA Q141P, pncA S164P; pncA L159R; pncA
AI46E; pncA Q141P; pncA 193 ins_a& pncA A46V, pncA S67P, pncA T1001I, pncA T100P, pncA
T135P, pncA T160P, pncA T47A, pncA T761, pncA T76P, pncA VI3IF, pncA V1394, pncA V139G,
pncA VISSE, pncA V155G, pncA VISOF, pncA V21A, pncA V7A, pncA V993G, pncA V9A, pncA
WI119R, pncA W68R, pncA Y103C, pncA YI03H, pncA Y34, pncA Y64).

Prezenta a cel putin uneia dintre mutatii in genele enumerate au fost determinate in 132
(49.3%) dintre tulpinile TB MDR supuse secventierii. Dezagregarea in functie de prezenta
mutatiilor genetice (cel putin in una dintre 83 gene) si factorii demografici si clinici este expusa in
Anexa 4. Totodatd, de remarcat ca dintre tulpinile cu mutatii genetice la PZA, in circa o patrime
cazuri acestea au apartinut pacientilor cu statut de migrant. Analiza bivariata de interdependenta a
factorilor demografici si clinici si prezenta mutatiilor (cel putin o mutatie in cele 83 gene) indica
ca pacientii cu statut de migrant au mai multe sanse ca in tulpinile acestora sa fie prezenta cel putin

o mutatie genetica la PZA (OR=1.93 [1195%:1.12-3.58], p=0.036) (Anexa 4).

3.5.1.6 Prezenta mutatiilor la Moxifloxacina (MFX)

Mutatiile genetice la MFX au fost observate in o patrime (25.4%; 68/268) dintre tulpinile
TB MDR supuse secventierii, fiind determinate de 17 gene (gyrd A74S; gyrd G884, gyr4 A90V,
ord A90V& gyrd D94G, gyrdA A90V& gyrA D94H, gyrA A90V& gyrdA S91P, gyrd D8IN, gyrA
D944, gyr4 D94G, gyrA D94H, gyr4 D94N, gyrdA D94V, gyrd D94Y, gyrd G88A& gyrdA A90V,
gvrA G88C, gyrd S91P, gyrA S91P; gyrA D94N, gyrB A504V).

Pacientii in tulpinile cérora a fost apreciata prezenta mutatiei genetice la MFX (cel putin
una dintre 17 gene) au fost reprezentati in mare parte de barbati (73.5%, n=50), de cétre cei din
mediul rural (72.%; n=49), cu varsta pana la 45 ani (70.6%; n=48), cu tuberculoza pulmonara
(97.1%; n=66). Pacientii cu statut de migrant au fost o cincime (20.6%; n=14), iar cei cu
retratamente — mai mult de jumatate (57.4%; n=39). Prin analiza de interdependenta dintre factori
s-a constatat ca pacientii luati in evidenta medicald pentru re-initierea tratamentului pentru TB au
de 1.82 [1195%: 1.05-3.31] mai multe sanse de a prezenta cel putin o mutatie (din cele 17 gene) la

MFX (p=0.040) (Anexa 5).
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3.5.1.7 Prezenta mutatiilor la Levofloxacind (LFX)

Mutatiile genetice la LFX au fost observate in peste o patrime (26.5%; 71/268) dintre
tulpinile TB MDR supuse secventierii in cel putin una dintre 21 gene (gyrd A90V, gyrA A90V&
gvrd D94G, gyrdA A90V& gyrA D94H, gyrA A90V& gyrA S91P, gyrA DSYIN, gyrA D94A, gyrA
D94G, gyrA D94H, gyrA D94N, gyrA D94V, gyrA D94Y, gyrA G88A& gyrA A90V, gyrA G8SC,
gvrd S91P, gyrA S91P& gyrA D94N, gyrB A504V, gyrB D461H& gyrB A504V, gyrB D461N,
gvrB D46IN& gyrA D94A, gyrB D46IN& gyrA D94G, gyrB R446C& gyrA A74S& gyrdA GE8A).

In Anexa 6 este prezentati dezagregarea dupa factorii demografici si clinici ai pacientilor
ale caror tulpini prezintd mutatii genetice (cel putin la una dintre cele 21 gene, solitar sau in
combinatie) la LFX. Dupd cum se demonstreaza in Anexa 6, pacientii notificati pentru re-initierea
tratamentul TB ale céror tulpini prezintd mutatii genetice pentru LFX constituie mai mult de
jumatate (57.7%; n=41). S-a estimat ca pacientii notificati pentru retratament au mai multe sanse
ca in tulpinile acestora sa fie identificate mutatii genetice pentru LFX (OR=1.88 [1.20-3.25],
p=0.027) (Anexa 6).

3.5.1.8 Prezenta mutatiilor la Kanamicina (KAN)

La 181 (67.5%) dintre tulpinile TB MDR supuse secventierii (n=268) au fost observate
mutatii genetice in cel putin 1n una dintre cele 11 gene (solitare sau asociate), precum: eis -10g>a,
eis -10g>a& eis -12c>t, eis -12c>t, eis -12c>t& eis -14c>t, eis -14c>t, eis -37g>t, rrs 1401a>g,
rrs 1401a>g& eis -10g>a, rrs 1402¢>t, rrs 1484g>t, rrs 1484g>t& eis -12c>t). In baza analizei
bivariate care estimeazd interdependenta factorilor, nu au fost apreciate asocieri statistic
semnificative intre prezenta mutatiei la KAN (11 gene) si factorii demografici sau clinici (Anexa
7). Ne-am propus sd examindm separat mutatia geneticd la KAN determinata de gene eis -12¢>t.
Dintre cele 181 (67.5%; 181/268) de tulpini cu mutatii genetice la KAN, 129 (48.1%; 129/268) au
fost in gena eis -12c¢>t, dintre care 103 (79.8%) au apartinut barbatilor, 93 (72.1%) — celor din
mediu rural, 96 (74.4%) — pacientilor cu varsta de pana la 45 ani, 23 (17.8%) — pacientilor cu statut
de migrant, 124 (96.1) — pacientilor cu TB pulmonara si 65 (50.4%) — pacientilor cu diagnosticul
de TB stabilit pentru prima datd in viatd (caz nou).

Analiza bivariata de interdependenta a factorilor nu a determinat asocieri statistic

semnificative intre factorii studiati si prezenta mutatiei in gena eis -12¢>t.

3.5.1.9 Prezenta mutatiilor la Amikacind (AMK)
Prezenta mutatiilor genetice la AMK a fost apreciata in 4 gene (eis -14c>t, rrs 1401a>g,

rrs 1402c>t, rrs 1484g>t). Mutatiile genetice la AMK (4 gene) au fost observate in 13.1%
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(35/268) cazuri la tulpinile TB MDR supuse secventierii. Datele din Anexa 8§ prezinta
dezagregarea dupa factori (demografici, clinici) si prezenta mutatiilor (4 gene). Analiza de
interdependenta a gasit asocierea statistic semnificativa intre statutul HIV pozitiv si prezenta
mutatiilor genetice (cel putin in una dintre 4 gene) la AMK (OR=3.07 [1195%:1.01-9.32],
p=0.039).

Analiza de interdependentd a factorilor demografici si clinici nu a estimat asocieri statistice

semnificative cu prezenta mutatiilor genetice (cel putin in una dintre 4 gene) la AMK (Anexa 8).

3.5.1.10 Prezenta mutatiilor la Capreomicind (CAP)

In 37 (13.8%) de tulpini TB MDR dintre cele 268 supuse secventierii au fost observate
mutatii la nivel de 7 gene (eis -14c>t, rrs 1401a>g, rrs 1402c>t, rrs 1484g>t, rrs 1401a>g& tlyA
615 ins_c, tlyd 593 del t, tlyA S159). In majoritatea cazurilor, pacientii a ciror tulpini au
prezentat mutatii la CAP au fost barbati, din mediul rural, cu varsta pana la 45 ani si cu TB
pulmonari. Cazurile noi au constituit 51.4%, iar retratamentele 48.6%. In baza analizei de
interdependenta a factorilor s-a determinat asociere intre statutul HIV pozitiv si prezenta mutatiilor

genetice la CAP (OR=3.87 [1195%:1.34-11.2], p=0.018) (Anexa 9).

3.5.1.11 Prezenta mutatiilor la Etionamida/Protionamida (ETH/PTO)

Dintre tulpinile cu TB MDR supuse secventierii, 87.3% (234/268) au prezentat mutatii
genetice pentru ETH/PTO. In 130 de tulpini s-au observat mutatii in gena fabGl -15¢>t&ethA
H28IP si care au apartinut in majoritatea cazurilor barbatilor, pacientilor din mediul rural, cu
varsta de pana la 45 ani si cu TB pulmonara. Mutatia genetica fabG1I -15c¢>t&ethA H281P a fost
intalnita in 50.8% (n=66) cazuri la pacientii diagnosticati cu TB pentru prima data in viata si in
49.2% (n=64) cazuri la pacientii cu retratament. La pacientii cu statut de migrant, mutatia a fost
apreciatd in 16.9% (n=22) cazuri. Analiza de interdependenta a estimat pentru pacientii cu TB
MDR cu vérsta de pana la 45 de ani sanse duble de a avea mutatia fabG1I -15¢>t&ethA H281P
pentru ETH/PTO (OR=1.82 [i195%:1.1-3.09], p=0.028). Statutul HIV pozitiv a fost observat drept
factor protectiv pentru mutatia fabG1l -15c>t&ethA H281P (Anexa 10).

La 104 tulpini, au fost observate 20 de mutatii genetice la ETH/PTO, determinate de
urmadtoarele gene, precum: ethA 1010 del t, ethA 110 del a, ethA 1242 del t, ethA 341 del a,
ethA 703 del t, ethA 768 del g, ethA -7t>c, ethA 884 _del t, ethA 89 del a, ethA N379D, ethA
P378L, ethA T3141, ethA T6IM, ethA W391, ethA Y147, fabGl -15c>t, fabGl-15c>t; ethA
H281P& ethA 110 del a, fabGl -15¢>t& ethA H281P; ethA 768 del g, fabGl-15¢c>t& ethA
H281P& ethA T6IM, fabGl1 -15¢>t& ethA P192L.
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In dezagregare dupa factorii demografici, s-a observat ci mutatiile determinate de 20 de
gene (solitar sau asociat) au fost Tn majoritatea cazurilor la barbati (71.2%) si la cei din mediul
rural (75.0%). Localizarea pulmonara la pacientii tulpinile cdrora au prezentat mutatii a fost
apreciatd in 97.1% cazuri. Pacientii notificati ,,caz nou” au constituit 57.7%, iar cei notificati
pentru retratament — 42.3%. Statutul HIV pozitiv a fost observat in 12.5% cazuri in randul celor
cu mutatii genetice determinate la cel putin una dintre cele 20 de gene pentru ETH/PTO. Pacientii
cu statut de migrant au fost o treime (28.8%) dintre cazuri. S-a estimat ca pacientii TB MDR cu
statut de migrant au sanse duble (OR=2.15 [i195%:1.18-3.91], p=0.014) pentru mutatiile genetice
determinate de cel putin una dintre cele 20 de gene pentru ETH/PTO. Pentru cei cu statut HIV
pozitiv s-a estimat un risc de 5 ori mai mare de avea mutatii genetice la cel putin una dintre cele

20 de gene pentru ETH/PTO (OR=5.71 [1.81-18.0], p=0.001) (Anexa 11).

3.5.1.12 Prezenta mutatiilor la Cicloserinda (CS)

Printre tulpinile TB MDR care au fost supuse secventierii s-au depistat mutatii genetice la
Cicloserina in 6.0% (16/268) cazuri, acestea fiind determinate de 16 gene (ald 322 del t, ald
433 ins _gc, ald 433 ins gc& ald 839 ins g, ald 460 del g, ald 636 ins g& ald 991 ins c, ald
874 del g, ald 901 del a, ald 902 ins gc& ald 932 ins cg&k ald 965 ins cg, ald 905 ins cg&k
alr S22L, ald R151 , ald Y223 & ald 1081 ins t, alr D344N, alr D344N& alr M343T, alr
M343Talr R397L, alr S22L), inclusiv 1n asociere. Datele din Anexa 12 prezinta distribuirea dupa
factorii de risc si prezenta mutatiilor in tulpinile TB MDR. Cu toate ca numarul de mutatii este
mic, am putea presupune sanse mai mari pentru mutatii la CS la pacientii cu TB extrapulmonara
(OR=11.4 [1195%:1.56-52.0]; p=0.016) si cu retratmente (OR=5.5 [1195%:1.46-30.7], p=0.007)
(Anexa 12).

3.5.1.13 Prezenta mutatiilor la Acidul para-aminosalicilic (PAS)

Mutatiile genetice la PAS au fost determinate in gena thy4 R222G, dar si alte 5 gene. Gena
thyA R222G a determinat mutatii la PAS in 13.8% (37/268) cazuri printre tulpinile TB MDR
supuse secventierii. Analiza bivariatd care apreciazd interdependenta dintre factori, a scos in
evidenta ca femeile (OR=2.26 [1195%: 1.08-4.72], p=0.036) si pacientii inregistrati cu TB pentru
prima dati in viata (OR=2.3 [i195%: 1.1-5.31], p=0.043) au mai multe sanse pentru mutatii in gena
thyA R222G responsabila de rezistenta la PAS (Anexa 13). Prezenta mutatiilor la PAS determinate
de alte 5 gene (folC E40G, folC 43T, folC S150G, folC SI150G& thyA R222G, Rv2670c A5V, thyA
R222G) a fost observata in 24 de tulpini (9.0%) supuse secventierii.
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Practic toti barbatii (95.8%) au prezentat mutatii genetice la cel putin una dintre cele
enumerate. Analiza a evidentiat ci barbatii au sanse mai mari (OR=7.83 [I195% 1.21-59.2],

p=0.021) de a avea mutatii la cel putin una dintre cele 5 gene (Anexa 14).

3.5.2  Evaluarea factorilor determinanti care ar putea influenta rezultatul
tratamentului

Pacientii din cohorta TB-MDR a céaror tulpini de Mtbc au fost supuse secventierii au inregistrat
un succes la tratament in 48,1% [Ii95%: 42,15-54,12] cazuri. Insuccesul la tratament a fost
inregistrat in 51,9% [1195%: 45,88-57,85] cazuri si a fost determinat de esec la tratamentului
administrat (22,8% [Ii95%:17,74-27,78]; 61/268), de decesul in urma progresarii procesului
tuberculos sau din alte motive (16,0; [Ii95%:11,65-20,44]; 43/268) si de cei pierduti din
supravegherea medicald care nu si-au administrat tratamentul pentru o perioada de cel putin 2 luni

(13,1%; [1195%:9,27-17,69]; 35/268).

Rezultatele tratamentului (desfasurat) Succes si insucces la tratament
= Vindecat
43;16%
123: 46% * Tratament
incheiat
129; 48%
35; 13% Eses 139; 52% ’
Pierdut din
supravegh
cre
61;23% = Deces
6; 2%

= Succes = Insucces

Succes — vindecat si tratament incheiat; Insucces — esec, pierdut din supraveghere, deces

Fig. 3.11. Rezultatele tratamentului, cohorta TB-MDR a caror tulpini Mtbc au fost supuse
secventierii

In cadrul cercetirii ne-am propus si analizim interdependenta dintre existenta mutatiilor
genetice care conferd rezistenta catre medicamentele anti-microbiene utilizate in tratamentul TB.
In analiza bivariati am determinat ca tulpinile de Mtbc care au prezentat mutatii la MFX si LFX
au sanse mai mari de a avea insucces la regimurile aplicate pentru tratamentul TB-MDR (Tabelul
3.10). Mai mult de o treime (36,%; 50/139) dintre pacientii in a caror tulpini de Mthc s-au
determinat mutatii genetice la MFX au finalizat tratamentul pentru TB cu insucces. Pentru acestia
s-a determinat ca au avut de 3,46 [Ii95%:1,83-6,75] ori mai multe sanse de a avea insucces la

tratamentul pentru TB (p<0,0001). Mutatiile genetice care au determinat rezistenta la MFX au fost
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identificate in 17 gene. Cele mai multe mutatii au fost detectate in gena gyr4 cu codul D94G

(7,8%; 21/268) si gyrd cu codul A9OV (4,6%; 13/268) (Tabelul 3.10).

Tabelul 3.10. Factori determinanti care ar putea determina insuccesul** la tratamentul

antituberculos a pacientilor cu TB-MDR (n=268)

Denumire medicament si prezenta  Insucces Succes OR [1195%]| Valoare p
mutatiilor n (%) n (%)
Total 139 129

Streptomicina (STM)
Da 127 (91,4)  120(93,0) 0,79 [0,28-2,14] 0,784*
Nu 12 (8,6) 9(7,0) ref

Etambutol (EMB)
Da 83 (59,7) 82 (63,6) 0,85 [0,52-1,39] 0,784
Nu 56 (40,3) 47 (36,4) ref

Pirazinamida (PZA)
Da 70 (50,4) 62 (48,1) 1,10 [0,68-1,77] 0,707
Nu 69 (49,6) 67 (51,9) ref

Moxifloxacina (MFX)
Da 50 (36,0) 18 (14,0) 3,46 [1,83-6,75] <0,0001*
Nu 89 (64,0) 111 (86,0)  ref

Levofloxacina (LFX)
Da 52(37,4) 19 (14,7) 3,46 [1,85-6,65] <0,0001*
Nu 87 (62,6) 110 (85,3)  ref

Kanamicina (KAN)
Da 100 (71,9) 81 (62,8) 1,52 [0,91-2,54] 0,110
Nu 39 (28,1) 48 (37,2) ref

Amikacina (AMK)
Da 17 (12,2) 18 (14,0) 0,86 [0,39-1,86] 0,812%*
Nu 122 (87,8)  111(86,0)  ref

Capreomicina (CAP)
Da 18 (12,9) 19 (14,7) 0,86 [0,40-1,83] 0,806*
Nu 121 (87,1)  110(85,3)  ref

Etionamida/Protionamida

(ETH/PTO)
Da 121 (87,1)  113(87,6)  0,95[0,43-2,08] >0,999*
Nu 18 (12,9) 16 (12,4) ref

Cicloserina (CS)
Da 13 (9,4) 3(2,3) 4,33 [1,15-24,16] 0,026*
Nu 126 (90,6) 126 (97,7)  ref

Acid para-aminosalicilic (PAS)
Da 28 (20,1) 33 (25,6) 0,74 [0,40-1,30] 0,360%*
Nu 111 (79,9) 96 (744 ref

* Fisher exact test; ref — valoarea de referinta; I1 — interval de incredere; OR - odds ratio
** Insuccesul la tratament = deces din orice motiv pe parcursul tratamentului antituberculos, esec, pierdut din

supravegherea medicala.

Insuccesul tratamentului TB a fost stabilit in proportie de 37,4% (52/139) printre pacientii

cu tulpini Mtbc in care au fost prezente mutatii genetice care au determinat rezistenta la LFX.

Pacientii cu astfel de mutatii in tulpini Mtbc au avut de 3,46 [1195%: 1,85-6,65] ori mai multe sanse

de a avea insucces la tratament (p<0,0001). Mutatiile au fost identificate in 21 de gene, cele mai

multe fiind determinate de gyrA4 cu codul D94G (7,5%; 20/268) si de gyr4 cu codul A90V (4,9%;
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13/268) (Tabelul 3.10). Cei cu rezultatul nefavorabil (esec sau deces) si tulpini M¢bc cu mutatii

responsabile de rezistenta la PZA au avut de 1,62 [Ii95%: 0,97-2,69] ori mai multe sanse pentru

insucces.

Prezenta mutatiilor genetice care definesc rezistenta la Cicloserind a determinat insuccesul

la tratament in 9,4% (13/139) cazuri. Pacientii cu astfel de tulpini Mtbc au avut de 4,33 [1195%:

1,15-24,16] ori mai multe sanse de a dezvolta un insucces fata de cei a caror tulpini M¢bc nu contin

astfel de mutatii (p=0,026) (Tabelul 3.10).

Tabelul 3.11. Factori determinanti care ar putea determina insuccesul (deces sau esec) la

tratamentul antituberculos a pacientilor cu TB-MDR (n=268)

Denumire medicament si prezenta Deces sau esec OR [1195%] Valoare p
mutatiilor
Da Nu
N (%) N (%)
Total 91 177
Streptomicind (STM)
Da 81 (89,0) 166 (93,8)  0,54[0,22-1,32] 0,129%*
Nu 10 (11,0) 11 (6,2)
Etambutol (EMB)
Da 59 (64.8) 106 (59,9) 1,23 [0,73-2,09] 0,257
Nu 32 (35,2) 71 (40,1)
Pirazinamida (PZA)
Da 52 (57,1) 80 (45,2) 1,62 [0,97-2,69] 0,042
Nu 39 (42,9) 97 (54,8)
Moxifloxacina (MFX)
Da 41 (45,1) 27 (15,3) 4,56 [2,56-8,15] <0,0001*
Nu 50 (54,9) 150 (84,7)
Levofloxacina (LFX)
Da 43 (47,3) 28 (15,8) 4,77 [2,68-8,48] <0,0001*
Nu 48 (52,7) 149 (84,2)
Kanamicina (KAN)
Da 67 (73,6) 114 (64,4)  1,54[0,881-2,70] 0,082
Nu 24 (26,4) 63 (35,6)
Amikacina (AMK)
Da 12 (13,2) 23 (13,0) 1,02 [0,48-2,15] 0,552%*
Nu 79 (86,8) 154 (87,0)
Capreomicina (CAP)
Da 13 (14,3) 24 (13,6) 1,06 [0,51-2,20] 0,504*
Nu 78 (85,7) 153 (86,4)
Etionamida/Protionamida
(ETH/PTO)
Da 79 (86,8) 155 (87,6) 0,93 [0,44-1,98] 0,501%*
Nu 12 (13,2) 22 (12,4)
Cicloserina (CS)
Da 99,9 7 (4,0) 2,67 [0,96-7,41] 0,050%*
Nu 82 (90,1) 170 (96.0)
Acid para-aminosalicilic (PAS)
Da 18 (19.8) 43 (24,3) 0,77 [0,41-1,43] 0,250%*
Nu 73 (80,2) 134 (75,7)

* Fisher exact test; ref — valoarea de referinta; Ii — interval de incredere; OR -odds ratio
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Luand in consideratie cd insuccesul la tratament a fost cauzat inclusiv de esecul la tratament
(22,8%; 61/268) si decesul din cauza progresarii procesului tuberculos (11,2%; 30/268), am
analizat pentru aceste doud evenimente factorii (prezenta mutatiilor genetice) care au putut
determina rezultatul nefavorabil anume din aspecte terapeutice. S-a constat ca mutatiile ce raspund
de rezistenta la LFX si MFX ar putea fi considerate drept factori determinanti in insuccesul
terapeutic. Cei cu rezultatul nefavorabil (esec sau deces) si tulpini Mtbc cu mutatii responsabile de
rezistenta la PZA au avut de 1,62 [1195%: 0,97-2,69] ori mai multe sanse pentru insucces
(p=0,042), cei cu mutatii responsabile de rezistenta la MFX (45,1%; 41/139) au avut de 4,56
[1195%: 2,55-8,15] ori mai multe sanse pentru insucces (p<0,0001), iar cei cu mutatii pentru
rezistenta la LFX (47,3%; 43/139) au avut de 4,77 [1195%: 2,68-8,48] ori mai multe sanse pentru
insucces (p<0,0001). Mutatiile responsabile de rezistenta la CS (9,9%; 9/139) nu au fost
determinante pentru esec sau deces (OR= 2,67 [1195%: 0,96-7,41], p=0,101) (Tabelul 3.11).

Tabelul 3.12. Factori asociati rezultatului nefavorabil la tratamentul antituberculos printre
persoanele care au prezentat tulpini Mtbc cu mutatii responsabile de rezistenta la PZA

Rezultat nefavorabil**

Caracteristici Da Nu OR [1i95%] Valoare p
N (%) N (%)
Total 52 80

Sex
Barbati 41 (78,8) 59 (73,8) 1,33 [0,58-3,05] 0,325%*
Femei 11(21,2) 21 (26,2) ref

Mediu de resedinta
Urban 15 (28,8) 18 (22,5) 1,40 [0,63-3,10] 0,267*
Rural 37(71,2) 62 (77,5) ref

Virsta
<44 ani 35(67,3) 55 (68,8) 0,94 [0,44-1,98] 0,505*
> 45 ani 17 (32,7) 25(31,2) ref

Migrant
Da 13 (25,0) 20 (25,0) 1,0 [0,45-2,24] 0,584*
Nu 39 (75,0) 60 (75,0) ref

Tip caz TB
Caz nou 22 (42,3) 41 (51,2) 0,69 [0,34-1,41] 0,204*
Retratament 30 (57,7) 39 (48,8) ref

Localizare
Pulmonara 51(98,1) 77 (96,2) 1,99 [0,20-19,6] 0,484*
Extrapulmonara 1(1,9) 3(3,8) ref

Statutul HIV
Pozitiv 4(7.7) 5(6.2) 1,25[0.32-4.89] 0,738*
Negativ/necunoscut 48 (92.3) 75 (93.8) ref

* Fisher exact test; ref — valoarea de referinta; I1 — interval de incredere; OR -odds ratio
** Rezultat nefavorabil include rezultatul esec la tratament si deces din cauza progresarii procesului tuberculos

In cadrul cercetrii au fost evaluati factorii de risc pentru rezultatul nefavorabil la tratamentul

antituberculos (esec si decesul din cauza progresarii procesului tuberculos) printre persoanele care
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au prezentat tulpini Mtbc cu mutatii responsabile de rezistenta la PZA (n=132). In analiza bivariata
au fost analizati potentialii factori de risc precum: factorii demografici (varsta, mediul de resedinta
st sexul), factorul social (prezenta statutului de migrant) si factori clinici (tipul de notificare a
cazului si localizarea procesului tuberculos).

Nici unul dintre factorii enumerati nu au fost gasiti asociati cu rezultatul nefavorabil la
tratamentul antituberculos printre persoanele care au prezentat tulpini M¢bc cu mutatii responsabile
de rezistenta la PZA (Tabelul 3.12).

Pentru urmatoarea etapa ne-am propus sa evaluam potentialii factori de risc (demografici,
sociali si clinici) pentru rezultatul nefavorabil la tratamentul antituberculos (esec si decesul din
cauza progresarii procesului tuberculos) printre persoanele care au prezentat tulpini Mtbhc cu
mutatii responsabile de rezistenta la MFX (n=68). Analiza bivariatd nu gasit nici o asociere a
factorilor de risc cu rezultatul nefavorabil la tratamentul antituberculos printre persoanele care au

prezentat tulpini Mtbc cu mutatii responsabile de rezistenta la MFX (Tabelul 3.13).

Tabelul 3.13. Factori asociati rezultatului nefavorabil la tratamentul antituberculos printre
persoanele care au prezentat tulpini Mzbc cu mutatii responsabile de rezistenta la MFX

Rezultat nefavorabil**

Caracteristici Da Nu OR [1195%] Valoare p
N (%) N (%)
Total 41 27

Sex
Barbati 32 (78,0) 18 (66,7) 1,78 [0,60-5,29] 0,223*
Femei 9(22,0) 9 (66,7) ref

Mediu de resedinta
Urban 14 (34,1) 5(18,5) 2,28 [0,71-7,32]  0,129%*
Rural 27 (65,9) 22 (81,5) ref

Varsta
<44 ani 27 (65,9) 21(77,8) 0,55[0,18-1,68] 0,218*
> 45 ani 14 (34,1) 6 (22,2) ref

Migrant*
Da 8 (19,5) 6 (22,2) 0,85[0,26-2,79] 0,509*
Nu 33 (80,5) 21(77,8) ref

Tip caz TB
Caz nou 16 (39,0) 13 (48,1) 0,69 [0,26-1,84] 0,310%*
Retratament 25 (61,0) 14 (51,9) ref

Localizare
Pulmonara 41 (100,0) 25(92,6) -
Extrapulmonara - 2(7,4)

Statutul HIV
Pozitiv 2(4.9) 1(3.7) 1.33[0.11-15.5] 1.000*
Negativ/necunoscut 39 (95.1) 26 (96.3) ref

** Rezultat nefavorabil include rezultatul esec la tratament si deces din cauza progresarii procesului tuberculos

In acelasi context, ne-am propus sa evaludm potentialii factori de risc (demografici, sociali

st clinici) pentru rezultatul nefavorabil la tratamentul antituberculos (esec si decesul din cauza
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progresarii procesului tuberculos) printre persoanele care au prezentat tulpini Mthc cu mutatii

responsabile de rezistenta la LFX (n=71). In analiza bivariati nu s-a gasit nici o asociere a

potentialilor factorilor de risc cu rezultatul nefavorabil la tratamentul antituberculos printre

persoanele care au prezentat tulpini Mrbc cu mutatii responsabile de rezistenta la LFX (Tabelul

3.14).

Tabelul 3.14. Factori asociati rezultatului nefavorabil la tratamentul antituberculos printre
persoanele care au prezentat tulpini Mtbc cu mutatii responsabile de rezistenta la LFX

Rezultat nefavorabil**

Caracteristici Da Nu OR [1195%] Valoare p
N (%) N (%)
Total 43 28

Sex
Barbati 34 (79,1) 19 (67,9) 1,79 [0,61-5,28] 0,216*
Femei 9(20,9) 9(32,1) ref

Mediu de resedinta
Urban 14 (32,6) 6(21,4) 1,70 [0,59-5,35] 0,228*
Rural 29 (67,4) 22 (78,6) ref

Varsta
<44 ani 29 (67,4) 22 (78,6) 0,5710,19-1,71] 0,228%*
> 45 ani 14 (32,6) 6(21,4) ref

Migrant*
Da 9(20,9) 6(21,4) 0,97 [0,30-3,11] 0,593*
Nu 34 (79,1) 22 (78,6) ref

Tip caz TB
Caz nou 17 (39,5) 13 (46,4) 0,75[0,29-1,97] 0,370*
Retratament 26 (60,5) 15 (53,6) ref

Localizare
Pulmonara 43 (100,0) 26 (92,9) -
Extrapulmonara - 2(7,1)

Statutul HIV
Pozitiv 2(4.7) 1(3.6) 1.32[1.11-15.2] 1.000*
Negativ/necunoscut 41 (95.3) 27 (96.4) ref

* Fisher exact test; ref — valoarea de referinta; I1 — interval de incredere; OR - odds ratio
** Rezultat nefavorabil include rezultatul esec la tratament si deces din cauza progresarii procesului tuberculos

3.6 Concluzii in baza capitolului 3

1. Migrarea pacientilor intre sectii, cantina, locuri de plimbare este asiguratd in baza anumitor

criterii microbiologice si de protectie personald. Cu toate acestea, au fost cazuri de transfer a

pacientilor intre sectii observat in 3% cazuri, in cele mai frecvente cazuri acestea fiind

conditionate de indicatii clinice, cum ar fi schimbarea diagnosticului din non-TB in TB, dar si

in cazul cand pacienti cu TB RR/MDR au fost initial internati intr-o sectie non-MDR (cu o

durata medie de spitalizare de 7 zile) si apoi transferati in sectia MDR, iar in unele cazuri in

alte sectii non-MDR, dar diferite de cea initiala.
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Cohorta pacientilor cu TB analizata in studiu prezintad o similaritate statisticd cu cohorta
nationald de pacienti (pentru anul 2014) in conformitate cu parametrii de baza precum sexul,
grupul de varsta, statutul HIV si statutul de migrant. Acest fapt, confirma ca datele obtinute in
prezenta cercetare sunt reprezentative la nivel national, luand in considerare cd parametrii
demografici de baza sunt similari in ambele cohorte.

. Prezenta mutatiilor genetice responsabile de rezistenta la medicamentele utilizate pentru
tratamentul TB a fost determinata la 13 dintre 17 medicamente anti-microbiene supuse analizei
si care variaza de la 100% (INH si RIF, medicamente de linia I) si 6,0% (CS, medicament de
linia II). Nu au fost identificate mutatii la nivel de gene responsabile de rezistenta la CFZ,
LZD, BDQ si DLM, ceea ce conferd incredere in aplicarea regimurilor noi, de scurtd durata
recomandate recent de catre OMS [216] pentru tratamentul TB rezistente.

Datele studiului au estimat sanse mai mari pentru pacientii cu TB MDR cu varsta de pana la
45 ani de a prezenta mutatii genetice la INH (gena fabG1 -15¢>t& katG S315T), la ETH/PTO
(fabG1 -15c¢>t&ethA H281P); pentru cei cu varsta mai mare de 45 ani la EMB (cel putin una
dintre mutatii in 21 gene); pentru femei la INH (katG S3157), la PAS (thyA R222G), pentru
cei din mediul urban la EMB (embB M306V); cu statut de migrant la PZA (83 gene) sau la
ETH/PTO (20 gene); pentru cazurile noi la INH (katG S3157), la PAS (thyA R222G); pentru
retratamente la RIF (rpsL K88R), la MFX (17 gene) la MFX; la LFX (21 gene), pentru cei cu
statut HIV pozitiv la AMK, la CAP si la ETH/PTO.

Rezultatele tratamentului anti-tuberculos in cohorta TB-MDR a céror tulpini de Mtbc au fost
supuse secventierii, au inregistrat un succes la tratament in 48,1% cazuri. Analiza bivariata a
determinat ca tulpinile de Mthc care au prezentat mutatii in genele responsabile pentru
rezistenta la MFX si LFX au sanse mai mari de a avea insucces la regimurile aplicate pentru
tratamentul TB-MDR.

Tulpinile de Mtbc care au prezentat mutatii in genele responsabile pentru rezistenta la MFX,
LFX si PZA au fost gasite drept responsabile pentru rezultatul nefavorabil la tratamentul
tuberculos (esec si deces in urma progresarii procesului tuberculos). Rezultatul nefavorabil la
tratamentul tuberculos (esec si deces in urma progresarii procesului tuberculos) printre
persoanele care au prezentat mutatii in genele responsabile pentru rezistenta la MFX, LFX si

PZA nu a fost asociate cu careva dintre factorii demografici, sociali sau clinici.
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4 ANALIZA FILOGENETICA SI IDENTIFICAREA CLUSTERELOR DE
TRANSMITERE

4.1 Prevalenta genotipului de rezistenta la medicamente

O revizuire sistematica care a inclus 95 de studii, cu tulpini izolate in perioada 1992-2014
din cadrul a 37 de tari, mentioneaza ca numarul total de izolate cu date disponibile de secventa
rpoB a fost de 13.424 [144]. Folosind doar mutatiile cu grad de incredere ridicat, mediu si scazut
identificate 1n revizuirea lui Miotto ca predictori ai rezistentei fenotipice, sensibilitatea si
specificitatea pentru detectarea rezistentei la rifampicind au fost estimate la 91% (95%IC: 89,8-
91,1) 51 100% (95%IC: 99,9-100,0), respectiv. Cu toate acestea, aceasta estimare exclude mutatiile
asociate cu rezistenta fenotipica la rifampicind care nu au putut fi clasificate din cauza datelor
insuficiente. Daca aceste mutatii ar fi luate in considerare in plus fatd de mutatiile din intervalul
de incredere, sensibilitatea si specificitatea pentru detectarea rezistentei la rifampicina ar fi fost de
96% (95%IC: 95,2-96,1) si, respectiv, 99% (95%IC: 98,1-98,8). Rezistenta la rifampicind este
asociata, exclusiv, cu mutatiile care apar in gena rpoB [144].

Cel mai recent articol ce prezintd rezultatele unui studiu observational prospectiv
multicentric, care a analizat 900 de izolate clinice ale complexului Mtbc, colectate de la adultii cu
tuberculoza rezistenta la medicamente din cinci tari, cu incidenta ridicata la TB, din intreaga lume
(Georgia, Republica Moldova, Peru, Africa de Sud si Vietnam) in perioada 5 decembrie 2014 - 12
decembrie 2017. In urma studiului, au fost determinate si corelate cu mutatiile care confera
rezistente identificate prin secventierea genomului integral si concentratiile minime inhibitorii
(MIC) ale rezultatelor testdrii sensibilitdtii fenotipice la maxim noua medicamente
antituberculoase [226].

In acelasi timp Tyler S. Brown si coaut. descrie evolutia si aparitia TB rezistente la
medicamente, studiatd pe larg in diverse situatii, Insd factorii ecologici ai acestor doud procese
raman dificil de inteles. Acest studiu a urmadrit sa descrie istoriile evolutive si epidemiologice
comune ale unei noi tulpini de Mtbc MDR, identificata in Republicii Moldova (MDR Ural/4.2), in
cazul careia supravegherea genomicd a Mtbc rezistentd la medicamente a fost limitata pana acum.

Folosind datele intregii secvente ale genomului si metodele filogenomice bayesiene, au
reconstruit aparitia treptatd a mutatiilor rezistentei la medicamente in tulpina MDR Ural/4.2,
estimand dimensiunea istoricd a populatiei bacteriene in timp cu deducerea istoriei migratiei
acestel tulpini intre tarile din Europa de Est. Concluzia poate fi ca tulpina MDR Ural/4.2 a evoluat

probabil (prin achizitia rpoB S450L, care confera rezistenta la rifampinad) la inceputul anilor 1990,
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in timpul unei perioade de tulburdri sociale dupd proclamarea independentei Republicii Moldova
de Uniunea Sovietica.

Aceasta tulpina a suferit ulterior o extindere substantiald in populatia generala la inceputul
anilor 2000, intr-un moment in care ghidurile nationale incurajau tratamentul in stationare al
pacientilor cu TB, cu exportul, incepand cu anul 1985, a acestei tulpini si a precursorului sau
ancestral rezistent la INH din Republica Moldova catre tarile vecine. Concluziile sugereaza
asocieri temporale si ecologice Intre practicile specifice de sanatate publica, inclusiv internarea in
spital a cazurilor cu TB rezistentd la medicamente de la Inceputul anilor 2000 pana in 2013, si
evolutia Mthc rezistentd la medicamente in Republica Moldova. Aceste constatdri subliniaza
necesitatea unei coordondri regionale in controlul TB si eforturile extinse de supraveghere
genomica in Europa de Est [25].

Articolul ,,Analiza genomica a tulpinilor de Mycobacterium tuberculosis diverse la nivel
global” ofera perspective asupra aparitiei si raspandirii rezistentei la mai multe medicamente.
Autorii au examinat un set de date de secvente ale Intregului genom din 5,310 izolate de Mtbc de
pe cinci continente. In ciuda diversitatii mari in ceea ce priveste punctul geografic de izolare,
fondul genetic si rezistenta la medicamente, modelele pentru aparitia rezistentei la medicamente
au fost conservate la nivel global. S-au identificat mutatii precursoare care preced adesea rezistenta
la mai multe medicamente. In special, mutatia karG care codifica rezistenta la izoniazida, a aparut
in mod covarsitor inaintea mutatiilor care au conferit rezistenta la rifampicind in toate liniile,
regiunile geografice si perioadele de timp [157]. Prin urmare, diagnosticul molecular, care include
markeri pentru rezistenta la rifampicind sunt insuficiente pentru a identifica tulpinile pre-MDR.
Incorporarea cunostintelor despre polimorfismele care apar inainte de aparitia rezistentei multiple
la medicamente, in special, katG, in diagnosticul molecular ar trebui sd permitd tratamentul tintit
al pacientilor cu pre-MDR-TB pentru a preveni dezvoltarea ulterioara a TB RR/MDR [157].

Intr-un alt studiu, care a fost desfasurat utilizind metode filodinamice, au fost examinate
istoriile evolutive si epidemiologice comune ale acestei tulpini in Republica Moldova si in térile
din vecinatate. In studiu au fost inclusi 404 persoane cu TB confirmata prin culturd pozitiva la
momentul initierii tratamentului si internati in spital municipal de TB din Chisindu, Republica
Moldova, in perioada octombrie 2013 - decembrie 2014. Spitalul municipal de TB deserveste
populatia municipiul Chisindu de aproximativ 700 000 de cetateni. Cohorta de studiu a inclus
pacientii cu TB (atat de sex masculin cat si de sex feminin) cu varstd mai mare de 5 ani, atat HIV
negativi, cat si HIV pozitivi, care au fost eligibili pentru studiu si au avut cel putin un rezultat
pozitiv al culturii Mtbc. Pacientii au fost exclusi din studiu, daca cantitatea de sputa furnizata a

fost mai micad de 5 ml si dacd cultura lor de Mrbc a fost negativd sau dacd nu au oferit
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consimtdmantul informat. Izolatele in serie viabile au fost procesate pentru analiza intregii
secvente genomice [25]. Dintre cele 404 persoane, pentru analiza filogenetica, intr-un final, au fost
selectate 283 izolate de Mthc cu date de secventierea genomului integral care indeplinesc criteriile
pentru adancimea de citire si acoperirea secventei. In rezultat, o proportie mare de izolate din
aceasta proba au purtat mutatii asociate rezistentei la medicamente antimicrobiene, s-a determinat
ca 50,2% dintre izolate au avut cel putin o mutatie asociata cu rezistenta la izoniazida, 46,3% dintre
izolate au fost MDR dupa genotipare (s-au depistat mutatii asociate atat cu rezistenta la INH, cat
si la RIF) s1 15,9% dintre toate izolatele au fost pre-XDR dupa genotipare la care s-au identificat
mutatiile gyrA asociate cu rezistenta la fluorochinolone (pre-XDR) [25].

In cadrul studiului nostru s-a urmirit prospectiv detectarea evenimentele de transmitere a
tulpinilor TB RR/MDR in cadrul spitalului. S-a efectuat o analiza detaliata a suprapunerii fiecarui
pacient dintr-un anumit salon, sectie sau in spital pentru fiecare zi a anului. Pe durata studiului am
reusit sd identificam care dintre cei 307 pacienti internati cu TB RR/MDR au fost initial spitalizati
intr-o altd sectie decat cea conform spectrului de rezistentd care potential ar putea duce la
transmiterea nosocomiala catre alti pacienti cu TB sensibild la medicamente sau la pacienti cu boli
non-TB in aceasta perioada.

Patruzeci si unu dintre pacientii cu TB RR/MDR s-au aflat timp de 631 de zile din momentul
interndrii intr-o sectie non-MDR pana cand li s-a identificat TB rezistentd la medicamente, in urma
careia pacientii au fost transferati in sectia MDR [210]. Folosind metoda de secventiere a intregului
genom micobacterian pe toate tulpinile TB RR/MDR de la pacientii cu indice presupus si de la
pacientii cu TB sensibila la medicamente care au dezvoltat ulterior TB RR/MDR in timpul
monitorizarii, s-au identificat 2 evenimente de transmitere foarte probabila, care indica o ratd
scazuta de transmitere nosocomiald a tulpinilor TB RR/MDR si care confirma constatarile
anterioare a studiului retrospectiv desfasurat in tard [10]. Cu toate acestea, constatdrile noastre sunt
limitate datorita clonalitatii ridicate a tulpinilor Mtbc la pacientii cu TB RR/MDR, in special, in
genotipul Ural. Migrarea pacientilor in spital a fost investigata detaliat, fiind identificate doar doua
evenimente de transmitere nosocomiald. Prin urmare, transmiterea nosocomiala a TB RR/MDR in
Republica Moldova este mult mai scdzutd comparativ cu transmiterea extraspitaliceasca.

Cu toate ca pacientii cu TB RR/MDR au fost internati din diverse motive in sectii non-MDR,
care, de fapt, este una cu expunere semnificativa, transmiterea nosocomiala este putin probabila.
Rata foarte mica de transmitere nosocomiald sugereazd ca masurile de izolare existente, initierea
tratamentului TB RR/MDR si managementul cazului de TB in spital sunt destul de eficiente.
Astfel, transmiterea nosocomiald nu este un factor de raspandire a TB RR/MDR asa cum se credea

anterior [8], 1ar masurile de control a transmiterii TB ar trebui concentrate asupra comunitatii.

93



Capacitatea de secventiere a intregului genom micobacterian pentru a urmari cu incredere
evenimentele de transmitere directd pe baza distantei genetice, in cadrul studiului nostru, este
limitata de clonalitatea ridicata a celor 2 grupuri cu prevalenta ridicata (Beijing si Ural), unde 92%
dintre tulpinile TB RR/MDR din Republica Moldova apartin acestor 2 grupuri de transmitere
[227]. Majoritatea legaturilor epidemiologice presupuse, bazate pe masurarea distantei genetice (<
5 SNP-uri intre izolatele pacientilor), au trebuit sa fie excluse din cauza lipsei suprapunerilor
spitalicesti a pacientilor.

Transmiterea nosocomiald a infectiei cu Mtbc in conditiile tarilor cu povara inaltd de TB
RR/MDR a fost raportatd in mod regulat in literatura [228] [229] [230]. Datele anterioare, in cadrul
unui studiu efectuat pe o cohorta selectatd retrospectiv, au indicat o ratd potentiald de aproximativ
5% a transmiterii tulpinilor d¢ TB RR/MDR in Republica Moldova [119]. In acelasi timp,
implementarea sistematicd a masurilor de baza de control al infectiei este foarte eficientd in
reducerea transmiterii infectiei cu TB [231]. Cadrul general pentru interventiile de control al
infectiilor cuprinde trei grupuri complementare de masuri: masuri administrative, controale de
mediu si utilizarea echipamentului individual de protectie [232]. Se reliefa faptul ca, in perioada
imediat anterioard studiului, dar si in timpul perioadei de studiu, s-a produs o consolidare
substantiald a acestor interventii. Aceasta ar putea fi unul dintre factorii care contribuie la
reducerea transmiterii intraspitalicesti si la o incidenta scazutd a acestor fenomene in timpul
studiului.

Pe durata studiului nu am identificat rezistenta genotipica la BDQ, LZD, CFZ si DLM,
demonstrand ca noile regimuri cu administrare per-os, cum ar fi BPaL [233], pot fi potential
eficiente pentru astfel de pacienti. Cu toate acestea, 25% din rezistenta Impotriva
fluorochinolonelor exclude utilizarea empiricd a fluorochinolonelor fie ca parte a regimului
BPalLM [234], fie (1a pacientii care nu ar fi eligibili pentru regimuri BPaL) ca parte a regimurilor
care contin BDQ administrate pe cale orald sau ca parte din asa-numitul regim de tratament mai
lung conform recomandarilor OMS [235]. Datele recente din studiu documenteaza o aparitie
rapida a rezistentei la BDQ la scurt timp dupa introducerea acestui medicament pentru tratamentul
TB RR/MDR si XDR [236]. Acestea sunt doud argumente pentru extinderea TSM 1in tarile cu o
povara mare de TB RR/MDR. Din pacate, metodele moleculare utilizate in mod curent pentru
medicamentelor, clasificate dupa OMS in grupurile A si B. Implementarea unor instrumente noi,
dezvoltate recent, bazate pe secventierea profunda tintita, ar putea fi o solutie pentru provocarile

din viitor [237].
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Fig. 4.1. Distributia genotipurilor in cohorta TB RR/MDR

Genotipul Beijing este asociat cu o rezistentd mai mare la tratamentul standard pentru TB,
iar studiile au aratat ca poate fi mai dificil de tratat decat genotipul Ural. Cu toate acestea, rata de
succes a tratamentului poate varia In functie de starea generald de sdnatate a pacientului, gradul de
rezistentd la medicamente si respectarea programului de tratament prescris. Comparand succesul
tratamentului intre cele doua genotipuri s-a observat cd succesul tratamentului in cazul pacientilor
care au TB rezistenta cu genotipul Beijing, a reprezentat 51,7% (60/116) pe cand insuccesul -
48,3% (56/116), 1ar in cazul genotipului Ural succesul a reprezentat 43,9% (61/139) iar insuccesul
- 56,1% (78/139). Analizand cazurile de deces intre cele doua genotipuri, putem evidentia un
procent mai mare in rdndul pacientilor cu genotipul Ural de 53,5% (23/43) comparativ cu pacienti

la care s-a depistat genotipul Beijing 46,5% (20/43).

4.2 Deducerea evenimentelor de transmitere de la pacient la pacient

In scopul identificarii transmiterii tulpinii TB RR/MDR de la un pacient la altul s-a utilizat
distantd maxima intre perechi intre doua tulpini de TB RR/MDR care au pana la 5 SNP-uri
diferente, pentru a identifica clusterele moleculare ca marker surogat pentru transmiterea recenta
a tulpinilor TB RR/MDR [11]. O posibild transmitere directd intre pacientii internati cu TB
RR/MDR si a ,,pacientilor focus” a fost dedusa atunci cdnd ambele izolate apartineau aceluiasi
grup molecular si impartaseau profiluri genotipice identice de rezistentd la medicamentele anti-
tuberculoase. Pentru a vizualiza tulpinile de Mtbc de la pacientii care au dobandit TB RR/MDR in

spital, s-a efectuat o analiza de tip secventd multi-locus a genomului central (cgMLST), asa cum
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a fost descris anterior in studiul lui Kohl TA si coat. [238], cu SeqSphere v8.4 care clasifica

clusterele cgMLST pe baza <1 alele, distanta in perechi intre oricare doua izolate.

4.3 Analiza epidemiologica moleculara

In timpul monitorizarii, s-au identificat 19 pacienti (,,pacienti focus”) cu tulpini non-TB
RR/MDR la etapa de spitalizare si ulterior depistarea unei tulpini TB RR/MDR. In doui cazuri nu
a fost posibila izolarea ADN-ului genomic, respectiv, in analizd au ramas 17 ,,pacienti focus”.
Procesul de reinfectare a fost confirmat de o distantd genetica intre cele doua tulpini de maxim de
12 SNP-uri. Timpul mediu de la izolarea tulpinii non-TB RR/MDR pana la izolarea tulpinilor TB
RR/MDR de la acesti 17 ,,pacienti focus” a fost de 215 [IQR 48-301] zile [210].

Unul dintre cei 144 de contacti din saloane, dintre cei 41 de pacienti cu TB RR/MDR
internati initial ntr-o sectie non-MDR, se afla in acelasi salon cu unul dintre cei 17 ,,pacienti-
focus” care a dobandit potential TB RR/MDR [210].

In scopul clarificdrii potentialelor dobandiri de TB RR/MDR, am investigat grupurile
moleculare si profilurile de rezistentd la preparatele antimicobacteriene pentru a identifica
presupusele contacte cu tulpinile TB RR/MDR. Ulterior, s-au urmarit suprapunerile la nivel de
spital, sectie si saloane pana cand ,pacientii focus” au fost diagnosticati cu tuberculoza TB
RR/MDR. Dintre cei 297 de pacienti cu TB RR/MDR confirmati prin metode culturale la inrolarea
in studiu si cei 17 ,,pacienti focus” care au avut o presupusa reinfectie cu tulpini TB RR/MDR in
timpul monitorizarii, s-a putut genera 274 de ADN-uri care au fost supuse procesului de
secventiere (40 de tulpini TB RR/MDR nu a putut fi recrescute din biobanca). In cazul a 6 izolate
de ADN genomic, probele au fost contaminate cu ADN-ul de la alte micobacterii si aceste mostre
de ADN au fost excluse din analizele ulterioare, lasandu-se in analiza finala 268 de ADN-uri.

Analiza epidemiologicd moleculara, a inclus cohorta TB RR/MDR (251 de tulpini) si toate
cele 17 tulpini de la pacientii care ulterior au fost identificati cu tulpini TB RR/MDR.

4.4 Secventierea integralad a genomului micobacterian si analiza distantei genetice
spatiale
Populatia bacteriand a cuprins izolate de Mtbc, in majoritatea absolutd, a doua genotipuri:
linia 2 in 43,3% (116/268) cazuri si izolate din linia 4 in 56,7% (152/268) cazuri. In literatura de
specialitate sunt descrise rezultatele studiilor efectuate anterior cu referire la circulatia genotipului
Beijing (lineage 2) care a fost identificat Tn mai multe tari cu incidenta ridicatd a TB RR/MDR din
Europa de Est, Federatia Rusa si Asia Centrald [239]. ADN-urile izolate tipizate din lineage 2 au

fost ramificate In urmatoarele sublinii: Beijing Asia Centrald in 57,8% (67/116) cazuri, Beijing

96



Europa/Rusia W148 Outbreak 1n 21,6% (25/116) cazuri si Beijing Asia Centrald Outbreak in
18,1% (21/116) cazuri, in timp ce lineage 4 a cuprins, aproape exclusiv, toata divizarea de 4.2.1

sublineage a genotipul Ural 139/152 de cazuri (91,4%) (Fig. 4.2) [210].

Mtbc lineage
lineage 2
. lineage 4

[ 5bp SNP-cluster

[ MDR-TB re-infection
[ ] MDR on susceptible TB ward

0.1 substitutions per site

Fig. 4.2. Filogenia de probabilitate maxima a 268 de izolate TB RR/MDR

Analizand filogenia de probabilitate, observam pdtratele gri reprezentand ADN-ul
micobacterian izolat al pacientilor cu o distanta geneticd maxima de polimorfism de 5 nucleotide
unice, ca surogat pentru transmiterea recenta, iar patratele roz indica pacientii care au dobandit o
noua tulpind TB RR/MDR.

Pacientii care potential au dobandit TB RR/MDR sunt afisati In roz, pacientii cu TB
RR/MDR internati initial intr-o sectie non-MDR sunt afisati cu verde, iar identificarea probabila a
evenimentelor de transmitere nosocomiala sunt evidentiate cu o casuta albastra (Fig. 4.4). Cu toate
acestea, avand in vedere diversitatea geneticd scazutd a genotipului dominant 4.2.1 Ural in
filogenie (Fig. 4.2), trebuie sa presupunem cad aceste tulpini sunt foarte raspandite Republica

Moldova in afara spitalului.
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In descrieriea analizei de secventiere s-a folosit datele secventei pentru a prezice fenotipul
de rezistenta in baza asocierii directe cu SNP-uri care confera rezistenta descrisa anterior [213]. In
intreaga cohortda TB RR/MDR, ratele de rezistentd la medicamente au fost extrem de ridicate
pentru STM in 92,2% (247/268) cazuri, EMB 1n 61,6% (165/268) cazuri, PZA in 49,3% (132/268)
cazuri, ETH/PRO 1n 87,3% (234/268) cazuri si KAN in 67,5% (181/268) cazuri.

In cele 268 de izolate de TB RR/MDR, am identificat mutatii care confera rezistenta la
MFX si LFX in 25,4% (n=68) cazuri, la AMK 1n 13,1% (n=35) cazuri, la CAP in 9,7% (n=26)
cazuri, la PAS 1n 22,8% (n=61) cazuri, iar la D-cicloserina n 6,0% (n=16) cazuri dintre izolate
analizate.

Analizand distributia geografica a tulpinilor din ambele linii: linia 2 Beijing si linia 4 Ural,

s-a observat o distributie uniforma in toate raioanele tarii, asa cum este reprezentat in Fig. 4.3.

Beijing -3
0 21

Fig. 4.3. Distribuirea geografica a genotipurilor rezistente

Pentru a evidentia evenimentele presupuse de transmitere intre ,,pacientii focus” si
pacientii spitalizati concomitent cu cohorta TB RR/MDR, s-a efectuat o analiza a grupului

molecular bazata pe distanta genetica de perechi dintre toate izolatele.
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Fig. 4.4. Reteaua filogenetica reprezentiand relatia genomica a tuturor izolatelor de la
pacienti pe baza unei analize de tip secventa multilocus genomului de baza (cgMLST).

S-a identificat un pacient care a fost plasat in cel mai mare grup unic, incluzand 53 de

izolate din grupul 4.2.1 a genotipul Ural (cluster 26), presupunand initial un scenariu extins de

transmitere nosocomiala in curs de desfasurare (Fig. 4.5) [210].
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In plus, acesti pacienti nu au avut nici o suprapunere identificata in spital cu alti pacienti
din cohorta TB RR/MDR. In general, 124/268 (46,3%) de pacienti au facut parte din unul dintre
cele 28 de grupuri identificate, inclusiv 7/17 din ,,pacienti focus” [210].

Scenariul de transmitere nosocomiala

Pentru a evidentia evenimentele presupuse de transmitere intre ,,pacientii focus,, si

pacientii internati concomitent cu TB RR/MDR, a fost efectuata o analizd a grupului molecular,

dintre toate izolatele, bazata pe distanta genetica in perechi.

MDR-TB re-infection
(admitted as confirmed non MDR-TB patient)

O MDR-TB patient admitted on non MDR-TB ward

Fig. 4.5. Analiza grupului molecular bazat pe distanta genetica

Punctele singleton nu au o legatura intre pacientii din studiu. Cercurile gri deschise indica
grupuri cu TB RR/MDR dobandita (puncte rosii) sau TB RR/MDR pe sectia susceptibila (puncte
turcoaz).

Cohorta ,,pacientilor focus” a fost analizatd din punct de vedere a structurii genotipului si a
potentialelor surse de infectie, identificand In proportie de peste 88% schimbarea genotipului
acelorasi pacienti din cohorta non-MDR in cohorta MDR, pe cand doar in 2 cazuri genotipurile
din ambele cohorte au ramas neschimbate (n=1 Beijing CA, n=1 Ural).

Analizand cohorta non-MDR a genotipului Beijing Central Asia (n=8) observam ca in 50%
cazuri (4/8) in cohorta MDR pacientii au achizitionat genotipul Ural, in 25% cazuri (2/8) genotipul
in cohorta MDR este Beijing European/Russian W148 outbreak, iar in proportie egala de 12,5%
cazuri a achizitionat genotipul Beijing Central Asia outbreak si in acelasi procent de cazuri nu si-

a schimbat genotipul.
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Cercetand cohorta non-MDR a genotipului H37Rv-like (n=4), observam ca in 50% cazuri
(2/4), in cohorta MDR, acesti pacienti au achizitionat genotipul Beijing E/R W148 outbreak, si
respectiv cate 25% cazuri au dezvoltat tulpina MDR cu genotipul Beijing Central Asia outbreak
(1/4) si respectiv Ural (1/4).

Beijing-
E/R W148
outbreak
4
Beijing-CA
8
Ural
8
H37Rv-like
4
LAM ‘ Beijing-CA
3 2
Beijing-CA
Ural outbreak
2 3

Fig. 4.6. Distribuirea genotipurilor pacientilor focus in cohorta non-MDR si cohorta MDR

Examinand cohorta non-MDR a genotipului LAM (n=3) s-a identificat ca 1n proportie de
67% (2/3) dintre cazuri, in cohorta MDR acesti pacienti dezvolta tuberculoza rezistenta cu
genotipul Ural, iar In o treime cazuri s-a identificat genotipul Beijing Central Asia (1/3).

Urmarind cohorta non-MDR a genotipului Ural (n=2), am sesizat ca in proportie de 50%
pacientii au achizitionat tulpina MDR apartinand genotipului Ural si in 50% cazuri genotipului

Beijing Central Asia outbreak (Fig. 4.6).
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In concluzie, putem afirmi c in proportie de aproximativ 47,0% dintre pacientii care au
achizitionat o altd tulpind a fost din grupul genotipului Ural, 23,5% din grupul Beijing
European/Russian W148 outbreak, in 17,6% au facut parte din grupul Beijing Central Asia
outbreak, iar 11,9% au apartinut grupului Beijing Central Asia.

Analizand cohorta celor 17 pacienti, am identificat pacientii care si-au schimbat genotipul

(n=15) si potentialele lor surse pentru fiecare din ,,pacientii focus” (Fig. 4.7).

70
60
50
40
30

Numar contacte

20
10

B Room Department Hospital

Fig. 4.7. Numairul de surse potentiale

Doi pacienti (n=2/15) nu au avut suprapuneri la nivel de salon, sectie sau spital, pe cand 7
dintre ei au avut pana la 10 surse (2 surse = 1 caz, 3 surse = 2 cazuri, 4 surse = 1 caz, 6 surse =2
cazuri s1 9 surse = 1 caz), 21 de surse, 38 de surse, 43 de surse si 58 de surse au fost identificate in

cate un caz si 49 de potentiale surse de infectare au fost identificate in 2 cazuri.
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Fig. 4.8. Suprapunerea timpului de spitalizare (zile) 1a pacientii focus referind la potentiale
lor surse de infectare

In baza analizei studiului am determinat ca doi pacienti au fost re-infectati cu aceeasi tulpina
pre-XDR (cluster 28) gdzduind mutatii identice ce mediaza rezistenta, dar fard suprapuneri de
spital. De asemenea, un alt caz posibil de reinfectie nosocomiala (cluster 27) cu implicarea unui
»pacient focus” infectat cu aceeasi tulpina (diferentd 0 SNP) nu a fost plauzibil din cauza absentei

suprapunerii perioadelor de spitalizare [210].

17 pacienti care au achizitionat 251 cohorta initiala MDR
MDR

2 evenimente posibile de transmisie

Zile, suprapunere Zile, suprapunere la | Zile, suprapunere la
la nivel de spital nivel de sectie nivel de salon
Cazul 1 Sursa 1 13* 0 0
Cazul 2 Sursa 2 29 27 23

Fig. 4.9. Evenimente probabile de transmitere nosocomiala

*pacientii au stat deja in spital cu 52 de zile inainte de inceperea oficiald a studiului

103



In clusterul 12, ,pacientul focus” s-a suprapus timp de 4 zile in spital cu un pacient pre-
XDR, cu toate acestea, mutatii suplimentare care conferd rezistentd impotriva PZA si MFX la
pacientul cu indice presupus, au exclus o legatura directa. Astfel, doar 2/17 ,,pacienti focus” au
avut o posibila legatura directd in spital, cu o diferentd mai mica de < 5 bp intre tulpinile Mtbc,
precum si o suprapunere de 13zile* (a avut un contact la nivel de spital cu 52 de zile anterior
inroldrii in studiu) si 29 de zile in spital cu indicele lor de caz presupus de reinfectare (Fig. 4.9)
[210].

Caracteristicile pacientilor cu TB RR/MDR internati inadecvat in una dintre sectiile non-
MDR si ale pacientilor cu TB RR/MDR care au fost localizati de la Inceput in sectia MDR sunt
reflectate in Tabelul 4.1.

Tabelul 4.1. Caracteristicile pacientilor cu MDR/RR-TB internati inadecvat

Pacienti TB RR/MDR Pacienti TB RR/MDR
internati corespunzator internati ne corespunzator
n=266 n=41

Virsta, mediana (IQR) 38 (29-48) 38 (27-50)

Sex, M/F (%) 74,1/25,9 85,4/14,6

Microscopia (gradul) 1-9/100 (0-1+) 1-9/100 (0-1+)

Timp pani la cultura pozitiva 16 (11-23)" 15 (12-20)"

pe MGIT (zile)

Timp péni la cultura pozitiva 38 (29-50)" 55 (52-52,5)"

pe LJ (zile)

Afectare extrapulmonara 7,9 12,2

suplimentara leziunilor

pulmonare (%)

TB caz nou (%) 53,0 23

*-n=207, **- n=59, # n=37, ## n=4

Cazul 1 (barbat, 41 de ani) si Cazul 2 (barbat, 55 de ani) au avut gradul initial de microscopie
a frotiului de sputda BAAR 1+ si respectiv BAAR 2+. Timpul de referinta pana la pozitivitatea
culturii in Cazul 1 a fost de 30 de zile (testat pe LJ) si in Cazul 2 a fost de 14 zile (testat pe MGIT).

Varsta medie a pacientilor cu TB RR/MDR a fost de 38 de ani (IQR 28-48), 75,6% dintre
acestia erau barbati. La 244/307 dintre pacienti cu TB RR/MDR confirmati prin culturd, tulpinile
MDR initiale au fost izolate pe MGIT, in timp ce in alte 63/307 de cazuri pe medii solide LJ.
Mediana gradului initial al frotiului de sputa la pacientii spitalizati inadecvat, intr-una dintre
sectiile non-MDR si a pacientilor cu TB RR/MDR care au fost spitalizati corespunzator in sectia

MDR, a fost similar BAAR 1-9 bacili in 100 cAmpuri de vedere (IQR 0 — 1 grad). Valoarea initiala
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a timpului de referintd pana la pozitivitatea culturii la pacientii cu TB RR/MDR internati in sectii
necorespunzatoare depindea de mediul de cultura utilizat si a fost de 15 zile (IQR 12-20, pe MGIT
n=37) si 55 zile (IQR 52-55,5 pe LJ, n=4) in timp ce la cei cu spitalizare initiald corespunzatoare
de 16 (IQR 11-23 pe MGIT, n=207) si 38 (29-50 pe LJ, n=59) de zile, respectiv.

Pentru celelalte cazuri de reinfectie, am putea presupune un contact in afara spitalului, o
infectie mixta nedetectatd la momentul initial sau o cultura lipsd in cadrul cohortei noastre de

studiu [210].

4.5 Limitarile studiului

Limitarile studiului le identificim prin dezvoltarea studiului numai intr-un singur spital, ceea
ce ar fi putut introduce prejudecati de selectie cu pacienti fara acces la asistentd medicald (din
cauza barierelor economice, geografice sau de altd naturd) si care ar fi putut sa nu fi fost inclusi in
studiu. Totusi, datorita faptului cd diagnosticul si tratamentul TB 1n Republica Moldova sunt
gratuite, accesul la serviciul de TB se face pe o razd de maximum cateva zeci de kilometri, iar
tratamentul pentru TB RR/MDR se asigura intr-un in mod centralizat, impactul acestor factori ar
trebui sa fie minim.

In al doilea rand, avand in vedere ¢ TB RR/MDR este o boali cronica, perioada scurta de
timp a acestui studiu ar fi putut sa rateze cazurile de transmitere, in care perioada de latenta poate
fi mai mare de doi ani. In al treilea rand, existd, de asemenea, posibilitatea ca pacientii internati in
spital sa fi fost reinternati intr-un alt spital, caz in care o posibila transmitere ar fi fost omisa, totusi
utilizarea urmaririi la nivel national prin baza de date nationald de raportare a TB, minimizeaza
impactul potential al acestor limitari.

In cele din urma, rata de transmitere detectata ar putea fi mai mare daci ar fi fost evaluata si

transmiterea de la pacientii cu TB RR/MDR la alti pacienti cu TB RR/MDR.

4.6 Concluzii in baza capitolului 4

1. Tarile din Europa de Est, inclusiv Republica Moldova, inregistreaza la nivel global cea mai
mare prevalentd a cazurilor de tuberculoza rezistentd la medicamente. Aici, raportam
transmiterea unei tulpini specifice, cu succes epidemiologic de M. tuberculosis (MDR
Ural/4.2) ca cea mai frecventa cauza de MDR-TB intr-o cohorta transversald de pacienti din
Chisindu, Moldova.

2. Se reliefeaza faptul ca in perioada anterioara studiului, si in timpul studiului s-a produs o

consolidare importantd a acestor interventii. Aceasta ar putea fi unul dintre factorii care
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contribuie la reducerea transmiterii spitalicesti si la o incidentd mai mica a acestor fenomene
in timpul studiului.

Secventierea intregului genom micobacterian deduce cu incredere evenimentele de transmitere
directd pe baza distantei genetice, dar in cadrul studiului nostru a fost limitata de clonalitatea
ridicata a celor 2 grupuri cu prevalenta ridicata (Beijing si Ural), unde 92% dintre tulpinile TB
RR/MDR din Republica Moldova apartin acestor 2 grupuri de transmitere [227]. Majoritatea
legéturilor epidemiologice presupuse, bazate pe masurarea distantei genetice (< 5 SNP-uri intre
izolatele pacientilor), au trebuit sd fie excluse din cauza lipsei suprapunerilor spitalicesti a

pacientilor.
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5 EVALUAREA CUNOSTINTELOR EPIDEMIOLOGICE iN
DOMENIUL CONTROLULUI INFECTIEI TB PRIN CHESTIONAREA
PERSONALULUI MEDICAL CE ACTIVEAZA IN INSTITUTIA
MEDICALA

5.1 Riscul de infectare cu M. tuberculosis in cadrul spitalelor

Proportiile riscului variaza in functie de locatie, grup de lucru, prevalenta TB in comunitate,
numarului de pacienti si eficacitatea masurilor de monitorizare a TB. Transmiterea M. tuberculosis
in conditii de spital a fost asociatd cu contactul apropiat cu persoanele care aveau TB, in timpul
procedurilor de pulverizare (de ex. broncoscopie). Din totalitatea cazurilor de infectare cu TB in
conditii de spital la pacienti si lucratorii medicali, Th majoritatea cazurilor au implicat transmiterea
germenilor de tuberculoza rezistentd, conform Ghidului de supraveghere si control in infectiile
nosocomiale, Editia I [240].

Raspandirea infectiei, cel mai frecvent, are loc in timpul contactului apropiat in familia
pacientului sau la adresarea in institutii medicale, unde sunt pacienti cu simptome de TB sau boala
TB cu tratament inadecvat. Gradul de contagiozitate a pacientului este direct legat cu numarul de
bacili pe care acesta 1i expira in atmosferd. Contagiozitatea scade rapid, de obicei dupa initierea
terapiei adecvate. Scopul de baza al controlului infectiei este depistarea precoce, izolarea si
tratamentul prompt si strict supravegheat al bolnavului de tuberculoza. Un program de control al
infectiei tuberculoase include trei prioritdfi: control administrativ, control de mediu si protectie
personala respiratorie, aceasta din urma trebuie sa fie bazatd pe evaluarea riscurilor institugiei
(spital, ambulatoriu). Controlul administrativ (detectarea precoce si izolarea pacientilor contagiosi,
tratamentul lor adecvat) constituie prioritatea in controlul infectiei. Controlul administrativ include
instruirea s1 educarea lucratorilor medicali. Control de mediu (in special, in stationarele
specializate de ftiziopulmonologie) pentru prevenirea transmiterii infectiei tuberculoase include
ventilatia, filtre ale particulelor din aer inalt eficiente (HEPA) si limpi bactericide. In situatiile in
care controlul administrativ si de mediu nu poate proteja suficient de particulele aerozolice
infectioase, lucratorii medicali trebuie sa foloseasca respiratoare personale de protectie. Prevenirea
transmiterii aerogene este de o importanta deosebita si necesitd precautie sporitd in saloanele de
izolare a bolnavilor cu TB, in timpul sau imediat dupa proceduri de stimulare a tusei (colectare de
sputd, bronhoscopie, tratamente cu inhalatii), In timpul vizitei la domiciliul pacientilor TB
baciliferi [240].

Toti lucratorii medicali trebuie sa fie informati despre riscul declansarii maladiei, in urma

infectarii cu M. tuberculosis. Persoanele infectate cu HIV cu o imunodeficienta vadita si care au
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fost recent infectati cu M. tuberculosis sunt expuse unui risc mai mare de achizitionare a TB, in
comparatie cu persoanele infectate recent cu TB, dar care nu sunt infectati cu virusul HIV [241].
Pacientii cu tuberculoza trebuie supravegheati strict pentru a inregistra raspunsul la terapie.
Persistenta contagiozitatii pacientului este, de obicei, datoratd administrarii neregulate a
tratamentului sau rezistentei medicamentoase. Aceste particularitati trebuie luate in consideratie
la pacientii fara raspuns clinic pozitiv in 2-3 saptdmani. La pacientii cu rezistentd medicamentoasa,
contagiozitatea poate persista de la cateva saptamani la cateva luni. Aceasta categorie de pacienti
necesitd monitorizare minutioasa, iar acei care se afla in institutii trebuie izolati si necesita a fi

verificat gradul lor de contagiozitate [241].

5.2 Evaluarea gradului de risc

Orice spital trebuie sa efectueze evaluari ale gradului de risc pentru transmiterea M.
tuberculosis, indiferent dacd in institutie sunt sau nu spitalizati pacienti cu TB suspectd sau
confirmatd. Aceastd evaluare determind tipul controalelor administrative, ale mediului si ale
protectiei respiratorii necesare pentru spital, serveste drept instrument activ de evaluare a calitatii
monitorizdrii maladiei. Evaluarea gradului de risc face parte din programul local de monitorizare
a TB [240,241].

Evaluarea gradului de risc consta din urmatoarele etape:

1. Analizarea profilului comunitatii referitor la TB in colaborare cu departamentele de
sanatate locale si nationala;

2. Consultarea programului de monitorizare (local sau national) a TB pentru a obtine date
despre supravegherea epidemiologica necesare pentru a efectua evaluarea gradului de risc fata de
TB 1n conditii de spital;

3. Monitorizarea numarului de pacienti cu TB suspectatd sau confirmata care au vizitat
spitalul 1n ultimii cinci ani;

4. Asigurarea diagnosticarii imediate si evaluarea cazurilor suspecte de transmitere a M.
tuberculosis in conditii de spital;

5. Identificarea zonelor spitalicesti cu un risc sporit de infectare cu M. tuberculosis, in care
ulterior se vor planifica masuri suplimentare de control al infectiei;

6. Notificarea lucratorilor medicali care vor fi inclusi in programul de protectie respiratorie;

7. Efectuarea reevaluarilor periodice (daca e posibil, anual) pentru a asigura:

* implementarea adecvata a planului de monitorizarea a maladiei;
* depistarea imediata si evaluarea cazurilor de suspectie a TB;

* initierea imediatd a masurilor de precautie aeroba pentru cazurile de suspectie a TB;
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* supravegherea medicald a pacientilor cu TB suspectata sau confirmats;
simplementarea programelor de protectie respiratorie, instruirea §i educarea
lucratorilor medicali, referitor la TB;

8. Depistarea si corectarea erorilor in monitorizarea maladiei [240,241].
5.3 Caracteristicile demografice si amplasarea personalului medical in sectiile spitalului

Prezenta cercetare a avut drept obiectiv evaluarea cunostinteleor si practicilor lucratorilor
medicali care activeaza in cadrul IFP. Personalul medical a fost reprezentat de medici in 12,5%
(n=7) cazuri si de asistenti medicali in 87,5% (n=49) cazuri. Varsta medie a fost de 45,8
(DS+£10,19) ani, iar mediana de 47,5 ani, cel mai tanar lucrator medical a avut 22 de ani, iar cel
mai in varstd — 63 de ani. Stagiul mediu de munca a personalului medical a fost de 21,5
(DS+£12,06), mediana fiind de 21,0 ani, cel mai mic stagiu de munca a fost de 1,5 ani, iar cel mai
mare de 43 ani. Activau in domeniul medical mai putin de 10 ani 23,2% (n=13), intre 10 si 19 ani
—21,4% (n=12), intre 20 si 29 ani — 23,2% (n=13), Intre 30 si 39 ani - 23,2% (n=13) si peste 40 de
ani — 8,9% (n=5) dintre personalul medical care a participat la studiu (Fig. 5.1).

27

29 48%

52%

m<2]ani ®=>21ani

Fig. 5.1. Repartizarea personalului medical dupa stagiul de munca
Daca ne referim la sectiile clinice in care activeaza, mai mult de jumatate (58,9%; n=33)
dintre personalul medical a indicat cd activeaza in sectiile de TB non-MDR (sau in FP-1, FP-2 si

Chirurgie activau cate 11 dintre personal), Tn 23,2% (n=13) au indicat ca activeaza in sectia MDR,

iar 17,9 (n=10) — in sectia non-TB (sau FP-3) (Fig. 5.2).
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Fig. 5.2. Repartizarea personalului medical dupa tipul sectiei in care activeaza

5.4 Evaluarea cunostintelor practice in domeniul controlului infectiei tuberculoase

Toti participantii (100%, n=56) au mentionat ca in cadrul institutiei in care activeaza (IFP)
existd un program si un plan de control al infectiilor, cd posedd cunostinte privind controlul
infectiei si cd au participat la instruiri privind prevenirea si controlul infectiei in domeniul TB.
Despre existenta unui grup tehnic de lucru, care activeaza in domeniul de control al infectiilor a
fost specificat in 94,6% cazuri (n=54).

Majoritatea personalului medical (67,9%; n=38) a participat la instruiri in domeniul
prevenirii si controlului infectiilor in contextul TB in anul curent, 28,6% (n=16) au participat la
instruiri cu doi ani in urma, iar 3,6% (n=2) cu trei ani in urma. In dezagregare, dupa tipul sectiei,
au urmat cursuri de instruire n anul curent 28 (84,8%; 28/33) dintre persoanele care activeaza in
sectiile de TB non-MDR, 7 (53.8%; 7/13) dintre personalul care activeaza in sectiile MDR si 3
(30,0%; 3/10) din cadrul sectiilor non-TB. Majoritatea din personalul medical instruit in anul
curent Tn domeniul prevenirii si controlului infectiilor in contextul TB au fost cei cu stagiul de
munca de pana la 21 ani (Fig. 5.3). S-a constatat ca: dintre 13 persoane cu un stagiu de munca de
pana la 10 ani in anul curent au fost instruite 12; dintre 12 persoane cu un stagiu de munca intre
10 si 19 ani — in anul curent au fost instruite 9; dintre 13 persoane cu un stagiu de munca intre 20
s1 29 ani au fost instruite In anul curent 8 si dintre 13 persoane cu un stagiu de munca intre 30 si
39 ani au fost instruite in anul curent 6 persoane. Prin urmare, se remarca prioritizarea in instruiri
a personalului medical cu un stagiu de munca mai mic.

Dupa criteriul de profesare (medici si asistente medicale) s-a remarcat instruirea in anul

curent a tuturor medicilor (n=7) si a 31 (63,3%; 31/49) dintre asistentele medicale.
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Fig. 5.3. Instruirea personalului medical in domeniul prevenirii si controlului infectiilor in
contextul TB

Cu referire la politicile, regulile si liniile directoare de control al infectiei In domeniul TB,
majoritatea (85,7% [1195%: 76,55-94,88]) consideri ci acestea sunt respectate de citre personalul
medical in cadrul sectiilor care activeaza, iar in 14,3% [Ii95%: 5,12-23,45] cazuri considera ca nu
sunt respectate. In repartizare dupa tipul sectiei, s-a observat ci toti participantii din cadrul sectiei
MDR au mentionat cd politicile, regulile si liniile directoare de control al infectiei in domeniul TB
sunt respectate in sectia care activeaza. Cei care au specificat ca acestea nu se respectd (n=8) fac
parte din sectiile non-MDR (n=7) si din sectiile non-TB (n=1) (Fig. 5.4). Sapte participanti la
studiu care au specificat cd politicile, regulile si liniile directoare de control ale infectiei in
domeniul TB nu sunt respectate in sectie, au fost instruiti in domeniul controlului infectiilor TB in
anul curent, acestia activand in sectia MDR, iar o persoand din sectia non-TB a fost instruitd cu 2
ani In urma.

Personalul medical cu un stagiu medical de pana la 21 ani considerd ca sunt respectate
politicile, regulile si liniile directoare de control al infectiei in domeniul TB in 81.5% (n=22), iar
cei cu un stagiu mai mare de 21 ani in 89.7% (n=26) cazuri (Fig. 5.4). S-a observat ca dintre 13
persoane cu un stagiu de muncd de pana la 10 ani au mentionat despre respectarea politicilor,
regulilor si a liniilor directoare de control al infectiei in domeniul TB 1n sectiile care activeaza -
11 persoane; dintre cele 12 persoane cu un stagiu de munca intre 10 si 19 ani — 10 persoane; dintre
13 persoane cu un stagiu de munca intre 20 si 29 ani — 10 persoane si dintre 13 persoane cu un
stagiu de munca intre 30 si 39 —12 persoane.

Dupa criteriul de profesare (medici si asistente medicale) s-a evidentiat ca medicii (n=7)
considerd cd sunt respectate politicile, regulile si liniile directoare de control ale infectiei in
domeniul TB 1n sectiile care activeaza. La randul lor, asistentele medicale au mentionat despre

acest fapt in 83,7% (41/49) cazuri.
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Fig. 5.4. Repartizarea personalului medical in dependenta de respectarea politicilor,
regulilor si liniilor directoare de control al infectiei in domeniul TB

Personalul medical din sectiile clinice ale IFP considerd cd sectia in care activeaza este
pregatita pentru prevenirea unui focar de infectie (98,2% [1195%: 94,75-100,00]). Respondentii au
mentionat urmatoarele cauze ale declansarii focarelor de infectii in cadrul asistentei medicale
spitalicesti, precum:

1) incalcarea politicilor, regulilor si liniilor directoare de control ale infectiilor (100%;
56/56).

2) lipsa politicilor, regulilor cat si a liniilor directoare clare de control ale infectiilor (98,2%
[1195%: 94,75-100,00]). Doar o persoani dintre cele chestionate nu considera ca lipsa politicilor,
regulilor si a liniilor directoare clare de control al infectiilor drept cauza in aparitia focarelor de
infectii in cadrul asistentei medicale spitalicesti. Aceasta activa in una dintre sectiile TB non-MDR
in calitate de asistentd medicald, cu un stagiu de muncd de 18 ani si care a urmat cursuri de instruire
in domeniul controlului infectiilor TB in anul curent.

3) nerespectarea regulilor de control ale infectiei de catre lucrdtorii din domeniul sanatatii
(98,2% [1195%: 94,75-100,00]). Persoana care nu considera ci nerespectarea regulilor de control
al infectiei de catre lucratorii din domeniul sanatatii poate deveni o cauza in aparitia focarelor de
infectii in cadrul asistentei medicale spitalicesti activa in una dintre sectiile TB non-MDR, in
calitate de asistentd medicald, cu un stagiu de munca de 18 ani si care a urmat cursuri de instruire
in domeniul controlului infectiilor TB in anul curent.

4) lipsa echipamentului adecvat de protectie personala (98,2% [1195%: 94,75-100,00]). Nu
considerd ca lipsa echipamentului adecvat de protectie personala drept o cauzd in formarea

focarelor de infectii in cadrul asistentei medicale spitalicesti, o persoand care activa in una dintre
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sectiile TB non-MDR, in calitate de asistenta medicald, cu un stagiu de muncd de 3 ani si care a
urmat cursuri de instruire in domeniul controlului infectiilor TB in anul curent.

5) lipsa infrastructurii privind respectarea controlului infectiei in domeniul TB (98,2%
[1195%: 94,75-100,00]). Persoana care nu considera ci lipsa infrastructurii privind respectarea
controlului infectiei in domeniul TB drept o cauza in formarea focarelor de infectii in cadrul
asistentei medicale spitalicesti activa Tn una dintre sectiile TB non-MDR, in calitate de asistenta
medicald, cu un stagiu de munca de 3 ani si care a urmat cursuri de instruire in domeniul controlului
infectiilor TB in anul curent.

Personalului medical, participant la chestionare i s-a solicitat sa enumere factorii care ar
putea contribui la raspandirea infectiei tuberculoase in spital. Din lista de raspunsuri, prealabil
stabilita, au fost specificati urmatorii factori:

1) structura si infrastructura cladirii spitalului (98,2% [1195%: 94,75-100,00]). Doar o
persoand nu a mentionat structura si infrastructura cladirii spitalului drept un factor de risc, aceasta
activa in una dintre sectiile TB non-MDR 1n calitate de asistentd medicald, cu un stagiu de munca
de 3 ani si care a urmat cursuri de instruire in domeniul controlului infectiilor TB 1n anul curent.

2) lipsa sau deficitul de personal medical instruit (96,4% [1195%: 91,57-100,00]). Doua
dintre persoanele chestionate nu considera lipsa sau deficitul de personal medical instruit drept
factor care ar putea contribui la raspandirea infectiei tuberculoase in spital. Ambele persoane
activau in una dintre sectiile TB non-MDR 1in calitate de asistente medicale, avand un stagiu de
muncd in domeniul medical de 3 si 18 ani, respectiv, fiind instruite in domeniul controlului
infectiilor TB in anul curent.

3) lipsa instruirilor privind controlul infectiilor (98,2% [1195%: 94,75-100,00]). Persoana
care nu considera lipsa instruirilor privind controlul infectiilor drept factor care ar putea contribui
la rdspandirea infectiei tuberculoase in spital activeaza in una dintre sectiile TB non-MDR in
calitate de asistentd medicald, cu un stagiu de muncd de 9 ani, fiind instruitd in domeniul
controlului infectiilor TB doi ani In urma.

4) lipsa sau deficitul resurselor pentru indeplinirea cerintelor si a nevoilor de control al
infectiilor (96,4% [1195%: 91,57-100,00]). Doua dintre persoanele chestionate nu considera lipsa
sau deficitul resurselor pentru indeplinirea cerintelor si a nevoilor de control al infectiilor drept
factor care ar putea contribui la raspandirea infectiei tuberculoase in spital. Ambele persoane
activau in una dintre sectiile TB non-MDR in calitate de asistente medicale, avand un stagiu de
muncd in domeniul medical de 3 si 18 ani, respectiv, fiind instruite in domeniul controlului

infectiilor TB in anul curent.
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Fig. 5.5. Factorii care contribuie la raspandirea infectiei tuberculoase in spital

Cu referire la cele mai eficiente metode in controlul infectiei tuberculoase (Fig. 5.6.), au fost
mentionate, urmatoarele:

1) Utilizarea corespunzatoare a echipamentului personal de protectie (masti chirurgicale,
masti de tip respirator FFP2/FFP3) - a fost mentionatd drept una dintre cele mai eficiente metode
in controlul infectiei TB (100%).

2) Controlul administrativ (triajul, izolarea si spitalizarea conform statutului suspect sau
confirmat) a fost indicat in 98,2% [1195%: 94,75-100,00]). Persoana care nu considera controlul
administrativ drept o metoda eficientd In controlul infectiei activeaza in una dintre sectiile TB non-
MDR in calitate de asistenta medicala, cu un stagiu de munca de 9 ani, fiind instruitd in domeniul
controlului infectiilor TB doi ani Tn urma.

3) Controlul de mediu sau ingineresc (ventilarea adecvatd si schimbul de aer corespunzator),
a fost mentionat in 98,2% [1195%: 94,75-100,00]). Persoana care nu considera controlul de mediu
sau ingineresc drept o metoda eficienta in controlul infectiei activeaza in una dintre sectiile TB
non-MDR 1n calitate de asistentd medicald, cu un stagiu de munca de 18 ani, fiind instruita in
domeniul controlului infectiilor TB in anul curent.

4) Educatia si instruirile personalului medical in contextul controlului infectiilor a fost
indicata in 98,2% [I1195%: 94,75-100,00]). Doar o persoani dintre cele chestionate nu considera
educatia si instruirile personalului medical in contextul controlului infectiilor drept o metoda
eficientd in controlul infectiei activeaza in una dintre sectiile TB non-MDR 1n calitate de asistenta
medicald, cu un stagiu de muncd de 9 ani, fiind instruitd in domeniul controlului infectiilor TB doi
ani in urma.

5) Identificarea si monitorizarea contactilor a fost considerata drept una dintre cele mai
eficiente metode in controlul infectiei TB in 64,3% [1195%: 51,74-76,84] cazuri. Prin urmare, 20

dintre respondeti nu considera identificarea si monitorizarea contactilor drept una dintre metodele
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eficiente pentru controlul infectiei TB. Personalul medical care a mentionat despre acest fapt activa
in una dintre sectiile TB non-MDR (n=15), sectia MDR (n=4), sectia non-TB (n=1). Trei dintre
acestia activau in calitate de medici, iar saptesprezece — in calitate de asistente medicale. Dupa
stagiul medical de munca, activau de pand la 10 ani — 6 persoane, intre 10 si 19 ani — 3 persoane,
intre 20 si 29 ani — 4 persoane, intre 30 si 39 ani — 4 persoane, mai mult de 40 ani — 3 persoane.
Cu referire la instruirile in domeniul controlului infectiilor TB au fost instruiti in anul curent

13 si cu doi ani in urma 7 dintre persoanele participante la chestionare.
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& 40
20
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Fig. 5.6. Cele mai eficiente metode in controlul infectiei tuberculozei

In acelasi context, respondentilor li s-a solicitat s noteze cu un punctaj de la 1 (cel mai putin
suficient) la 5 (cel mai eficient) metodele aplicate in controlul infectiei TB. Astfel, cu un punctaj
maxim (cel mai eficient) au fost notate urmatoarele metode: diagnosticul precoce si tratamentul
corespunzator al TB (100%), utilizarea corespunzatoare a mastii chirurgicale utilizata de catre
pacient (100%), utilizarea corespunzdtoare a mastii de tip respirator FFP2/FFP3 de catre
personalul medical (100%), utilizarea ventilatiei naturale (100%), implementarea controlul
administrativ (100%), utilizarea ventilatiei mecanice (100%), utilizarea lampilor bactericide
ecranate (100%), educatia si instruirea personalului medical (100%), eticheta tusei (98,2%) si
urmarirea contactilor (96,4%).

Evaluarea perceperii expunerii riscului de a achizitiona TB a fost analizatd din trei
perspective, cum ar fi: risc in cadrul institutiei medicale in care activeaza (IFP), risc in cadrul
sistemului spitalicesc in general si risc Tn comunitate.

Cu referire la perceptia riscului in cadrul institutiei medicale in care activeaza (IFP),
personalul medical a mentionat despre un risc maxim de infectare cu TB in doar 12,5%
[1195%:3,84-21,16] cazuri (risc maxim). In acelasi timp, aproximativ jumitate (48,2%
[1195%:35,13-61,30]) dintre respondeti au considerat cd riscul este minim, iar 39,3%

[1195%:26,49-52,08]) — ci riscul este unul mediu (Fig. 5.7).
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Fig. 5.7. Perceptia personalului medical cu referire la expunerea riscului de a achizitiona
TB in institutia in care activeaza (IFP)

In dezagregare, dupa tipul sectiei in care activeazi, un risc maxim de a achizitiona TB a fost
mentionat de catre 6 persoane din cadrul sectiilor TB non-MDR (n=33) si de cétre o persoana care
activeaza in cadrul sectiei MDR (n=13). Personalul medical care activeaza de peste 21 ani a
mentionat despre un risc inalt privind achizitionarea TB in cadrul institutiei in care activeaza in
17,2% (5/29) cazuri (Fig. 5.8). Despre un risc maxim de achizitionare a TB au mentionat un medic
(n=7) si sase asistente medicale (n=49). Din personalul care se considerd expus maxim
achizitionarii TB, unul a urmat cursuri de instruire in domeniul controlului infectiilor TB pe

parcursul anului curent, iar ceilalti 6 — cu 2 ani In urma.
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Fig. 5.8. Perceptia personalului medical cu referire la expunerea riscului de a achizitiona
TB in cadrul IFP in dezagregare dupa tipul sectiei si stagiul de munca

Cu referire la riscul de infectare cu TB 1n sistemul spitalicesc (in general), majoritatea dintre
personalul medical considera ca acesta este unul minim (60,7% [1195%:47,92-73,51] sau mediu

(37,5% [1195%:24,82-50,18] (Fig. 5.9).
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Fig. 5.9. Perceptia personalului medical cu referire la expunerea riscului de a achizitiona
TB in cadrul institutiilor spitalicesti (de ordin general)

In dezagregarea dupa tipul sectiei, doar o singura persoani (n=1) care activeaza in cadrul
sectieit MDR (n=13) considera ca existd un risc major de achizitionare a TB in cadrul spitalelor de
ordin general. In majoritatea cazurilor, riscul de achizitionare a TB, in cadrul spitalelor de profil
general, a fost considerat unul minim. In acelasi timp, personalul cu un stagiu de munci de pana
la 21 ani (n=27) considera spitalele de profil general cu un risc mediu de achizitionare a TB (n=12)

(Fig. 5.10).
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Fig. 5.10. Perceptia personalului medical cu referire la expunerea riscului de a achizitiona
TB in cadrul spitalelor de profil general in dezagregare dupa tipul sectiei si stagiul de
munca

Cu referire la opinia personalului medical privind riscul de achizitionare a TB in comunitate
majoritatea dintre personalul medical considerd ci acesta este maxim in 67,9% [1195%:55,63-
80,09] cazuri si mediu in 30,4% [Ii95%:18,3 1-42,40] cazuri. Doar o persoand a considerat riscul

minim de achizitionare a TB in comunitate (Fig. 5.11).
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Fig. 5.11. Perceptia personalului medical privind expunerea riscului de a achizitiona TB in
comunitate

In dezagregarea dupa tipul sectiei, un risc maxim de a achizitiona TB in comunitate a fost
mentionat de catre personalul medical din cadrul sectiilor TB non-MDR (72,7%; n=24) si a celor
care activau in cadrul sectiei non-TB (70,0%; n=7). Personalul din cadrul sectiet MDR a mentionat
despre un risc maxim de achizitionare a TB 1n comunitate in 53,8% (n=7). Cu referire la stagiul
medical de munca, in majoritatea cazurilor, opinia personalului medical ca riscul de a achizitiona
TB in comunitate este maxim a fost practic aceeasi, despre acest fapt mentionand in 66,7% (n=18)
cazuri cei cu un stagiu de pana la 21 ani si Tn 69,0% (n=20) cazuri cei cu un stagiu mai mare de 21

ani (Fig. 5.12).
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Fig. 5.12. Perceptia personalului medical cu referire la expunerea riscului de a achizitiona
TB in cadrul spitalelor de profil general in dezagregare dupa tipul sectiei si stagiul de
munca

Considera un risc maxim de a achizitiona TB in comunitate 6 medici (n=7) si 32 dintre

asistentele medicale (n=49). Personalul medical care a urmat instruiri in domeniul controlului
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infectiei TB in anul curent a mentionat despre riscul maxim de a achizitiona TB in comunitate in

65,8% (25/38) cazuri, iar cei care au fost instruiti cu cel putin doi ani in urma - 72% (13/18) cazuri.

5.5 Concluzii in baza capitolului 5

1. Implementarea unui control al infectiei de calitate, in special, intr-o institutie Tn care sunt
spitalizati pacienti infectiosi (cu TB de diferite forme), dar si ne-infectiosi (non-TB) implica
aplicarea si respectarea masurilor riguroase a unui control al infectiei. Existenta unui plan,
program si a unui grup de lucru la nivel de institutie dovedeste atitudinea riguroasa in domeniul
implementarii si respectarii cerintelor de control al infectiei TB.

2. Personalul medical din cadrul IFP a dovedit un nivel Tnalt de cunostinte in aplicarea masurilor
de control al infectiei TB, dar si un grad inalt in capacitarea acestora.

3. Datorita cunostintelor evidente in domeniul controlului infectiei TB, personalul medical
percepe un risc major de infectare cu TB 1n cadrul in cadrul institutiei in doar 13% cazuri, iar

in cadrul sistemului spitalicesc de ordin general si in comunitate un risc de 1,8% pentru fiecare.
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CONCLUZII GENERALE

Implementarea masurilor de control al infectiei in spitalele de profil din republica a stopat
transmiterea nosocomiald a infectiei tuberculoase, in primul rand cu germeni rezistenti la
medicamente si a redus substantial numarul acestor forme de tuberculoza printre pacientii

noi depistati.

Aplicarea metodelor de secventiere a genomului integral pe tulpini a Mtbc a identificat 2
cazuri probabile de transmitere (2/567), ceea ce indicd o ratd scdzutd de transmitere
nosocomiald a tulpinilor de Mtbc RR/MDR in cadrul spitalului in care s-a desfasurat

studiul.

Prezenta mutatiilor genice responsabile de rezistenta la medicamentele utilizate pentru
tratamentul TB a fost determinatd la 13 dintre 17 medicamente antituberculoase supuse
analizei si care variazd de la 100% (INH si RIF, medicamente de linia I) la 6,0% (CS,
medicament de linia II). Nu au fost identificate mutatii la nivel de gene responsabile de
rezistenta la CFZ, LZD, BDQ si DLM, ceea ce confera incredere in aplicarea regimurilor

noi, recomandate recent de catre OMS pentru tratamentul TB rezistente, de scurtd durata.

Rezultatele tratamentului anti-tuberculos pentru pacientii cu TB RR/MDR au inregistrat
un succes la tratament de la 63,4% in 2016 la 72,6% in 2020. Analiza bivariata a determinat
ca tulpinile de Mtbc care au prezentat mutatii in genele responsabile pentru rezistenta la
MFX si LFX au sanse mai mari de a avea insucces la regimurile actuale aplicate pentru

tratamentul TB RR/MDR.

Capacitatea WGS de a deduce cazurile de transmisie directd pe baza distantei genetice este
una limitata din cauza clonalitatii ridicate a unor grupuri cu prevalenta ridicata, unde 92%
dintre tulpinile TB RR/MDR din Republica Moldova apartin unor grupuri presupuse de
transmitere. Retelele largi de transmitere bazate pe asemdnarea genomica au aratat ca
>85% din toate cazurile de TB cu cultura pozitiva ar putea fi cartografiate in grupuri
presupuse de transmitere si cd majoritatea (>54%) dintre aceste cazuri au fost gasite in 35

de grupuri mari de transmitere.

Personalul medical din cadrul institutiei spitalicesti de profil a dovedit un nivel inalt de
cunostinte in aplicarea masurilor de control al infectiei TB, dar si un grad inalt in

capacitarea acestora.
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RECOMANDARI

Trierea riguroasa a pacientilor inainte de spitalizare in stationarele de profil.

Reducerea duratei de spitalizare in sectiile de TB, in special, cele destinate pentru pacientii

cu TB RR/MDR prin promovarea tratamentului in conditii de ambulatoriu.

Reevaluarea si aplicarea criteriilor de internare in sectiile de ftiziopneumologie, dar si a
principiilor de amplasare a pacientilor, inclusiv evitarea transferurilor intre sectiile non-

MDR si MDR, fara indicatii clinice elocvente.

Revizuirea planului national privind controlul infectiei in TB la toate nivelele, inclusiv in
stationarele de TB, institutiile de ambulatoriu care presteaza servicii pentru TB, dar si la

nivel comunitar.

Pregatirea continud a personalului medical din cadrul serviciului de ftiziopneumologie
(stationar si ambulatoriu), dar si a personalului medical care activeaza la nivel comunitar,

inclusiv prin dezvoltarea curiculei de studii, materialelor informationale, instruiri, etc.

Evaluarea periodica a lucratorilor medicali privind aplicarea metodelor de control al

infectiilor 1n cadrul stationarelor, ambulatoriu, etc.
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ANEXE

Anexa 1. Factori asociati mutatiei rpsL K88R la Streptomicina

Prezenta mutatiei rpsL K88R

Denumire factori Da Nu OR [1195%] Valoarea
n (%) n (%) P
Total 146 122

Sex 0.148*
Birbati 117 (80.1) 88 (72.1) 1.56 [0.88-2.75]

Femei 29 (19.9) 34 (27.9)

Mediu de resedinta 0.832
Urban 39 (26.7) 34 (27.9) 0.94 [0.55-1.62]

Rural 107 (73.3) 88 (72.1)

Virsta 0.166
<44 ani 106 (72.6) 79 (64.8) 1.44 [0.86-2.43]
> 45 ani 40 (27.4) 43 (35.2)

Migrant* 0.179*
Da 26 (17.8) 30 (24.6) 0.66 [0.37-1.20]

Nu 120 (82.2) 92 (75.4)

Localizare 0.460%*
Pulmonara 141 (96.6) 120 (98.4) 0.47 [0.90-2.47]
Extrapulmonara 534 2 (1.6)

Tipul cazului 0.034
Caz nou 70 (47.9) 73 (59.8) 1.63 [1.1-2.63]

Retratament 76 (52.1) 49 (40.2)

Statutul HIV
Pozitiv 534 12 (9.8) 0.32[0.11-0.95] 0.058*
Negativ/necunoscut 141 (96.6) 110 (90.2)

* Fisher exact test; ref — valoarea de referinta; Ii — interval de incredere; OR - odds ratio
Anexa 2. Factori asociati mutatiei rpsL K43R la Streptomicina
Prezenta mutatiei rpsL K43R . Valoarea

Denumire factori Da Nu OR [1195%]

n (%) n (%) P
Total 91 177

Sex 1.226%*
Birbati 64 (70.3) 141 (79.7) 0.60 [0.34-1.08]

Femei 27 (29.7) 36 (20.3) ref

Mediu de resedinta 0.212%*
Urban 20 (22.0) 53 (29.9) 0.66 [0.36-1.19]

Rural 71 (78.0) 124 (70.1) ref

Virsta 0.287
<44 ani 59 (64.8) 126 (71.2) 0.75[0.43-1.28]
> 45 ani 32 (35.2) 51 (28.8) ref

Migrant* 0.269*
Da 23 (25.3) 33 (18.6) 1.48 [0.81-2.70]

Nu 68 (74.7) 144 (81.4) ref

Localizare 0.497*
Pulmonara 90 (98.9) 171 (96.6) 3.15[0.37-26.6]
Extrapulmonard 1 (1.1 634 ref

Tipul cazului 0.288
Caz nou 53 (58.2) 91 (51.4) 1.32[0.79-2.20]
Retratament 38 (31.8) 86 (48.6) ref

Statutul HIV
Pozitiv 8 (8.8) 9(5.1) 1.80[0.67-4.83] 0.179*
Negativ/necunoscut 83 (91.2) 168 (94.9) ref

* Fisher exact test; ref — valoarea de referinta; Ii — interval de incredere; OR - odds ratio
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Anexa 3. Factori asociati mutatiei genetice (21 gene) la Etambutol

Prezenta mutatiei (21 gene)

Denumire factori Da Nu OR [1195%] Valoare p
n (%) n (%)
Total 165 103
Sex 0.720
Bérbati 125 (75.8) 80 (77.7) 0.90 [0.50-1.61]
Femei 40 (24.2) 23 (22.3) ref
Mediu de resedinta 0.253
Urban 49 (29.7) 24 (23.3) 1.39[0.69-2.45]
Rural 116 (70.3) 79 (76.7) ref
Virsta 0.041
<44 ani 107 (64.8) 79 (75.7) ref
> 45 ani 58 (35.2) 24 (24.3) 1.78 [1.19-3.11]
Migrant 0.277
Da 38 (23.0) 18 (17.5) 1.41 [0.76-2.64]
Nu 127 (77.0) 85 (82.5) ref
Localizare 0.587
Pulmonara 160 (97.0) 101 (98.1) 0.63 [0.12-3.33]
Extrapulmonara 5(3.0) 2(1.9) ref
Tipul cazului 0.676
Caz nou 87 (52.7) 57 (55.3) 0.90 [0.55-1.48]
Retratament 78 (47.3) 46 (44.7) ref
Statutul HIV
Pozitiv 12 (7.3) 5(4.9) 1.54[0.53-2.50] 0.302*
Negativ/necunoscut 153 (92.7) 98 (95.1) ref
* Fisher exact test; ref — valoarea de referinta; I1 — interval de incredere; OR - odds ratio
Anexa 4. Factori asociati mutatilor genetice (83 gene) la Pirazinamida
Prezenta mutatiei (83 gene)
Denumire factori Da Nu OR [Ii95%] Valoare p
n (%) n (%)
Total 132 136
Sex 0.780
Birbati 100 (75.8) 105 (77.2) 0.92[0.52-1.62]
Femei 32 (24.2) 31 (22.8) ref
Mediu de resedinta 0.417
Urban 33 (25.0) 40 (29.4) 0.80[0.47-1.37]
Rural 99 (75.0) 96 (70.6) ref
Virsta 0.767
<44 ani 90 (68.2) 95 (69.9) 0.92 [0.55-1.55]
> 45 ani 42 (31.8) 41 (30.1) ref
Migrant 0.036*
Da 33 (25.0) 20 (14.7) 1.93 [1.12-3.58]
Nu 99 (75.0) 116 (85.3) ref
Localizare 0.967*
Pulmonara 128 (97.0) 133 (97.8) 0.72[0.10-4.36]
Extrapulmonara 4(3.0) 322 ref
Tipul cazului 0.052
Caz nou 63 (47.7) 81 (59.6) ref
Retratament 69 (52.3) 55 (40.4) 1.61 [1.0-2.62]
Statutul HIV
Pozitiv 9 (6.8) 8(5.9) 1.17 [0.44-3.13] 0.474*
Negativ/necunoscut 123 (93.2) 128 (94.1) ref

*Fisher exact test; ref — valoarea de referinti; Il — interval de incredere; OR - odds ratio
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Anexa 5. Factori asociati mutatilor genetice (17 gene) la Moxifloxacina

Prezenta mutatilor genetice (17 gene)

Denumire factori Da Nu OR [1195%] Valoare p
n (%) n (%)
Total 68 200
Sex 0.511*
Barbati 50 (73.5) 155 (717.5) 0.81 [4.23-1.52]
Femei 18 (26.5) 45 (22.5) ref
Mediu de resedinta 0.876%*
Urban 19 (27.9) 54 (27.0) 0.80[0.47-1.37]
Rural 49 (72.1) 146 (73.0) ref
Virsta 0.879*
<44 ani 48 (70.6) 137 (68.5) 1.10[0.60-2.01]
> 45 ani 20 (29.4) 63 (31.5) ref
Migrant
Da 14 (20.6) 42 (21.0) 0.97 [0.49-1.92] 1.000
Nu 54 (79.4) 158 (79.0)
Localizare
Pulmonara 66 (97.1) 195 (97.5) 0.85[0.16-4.46] 1.000*
Extrapulmonara 229 5(2.5)
Tipul cazului
Caz nou 29 (42.6) 115 (57.5) ref
Retratament 39 (57.4) 85 (42.5) 1.82 [1.05-3.31] 0.040
Statutul HIV
Pozitiv 344 14 (7.0) 0.61 [0.17-2.20] 0.333
Negativ/necunoscut 65 (95.6) 186 (93.0) ref

*Fisher exact test; ref — valoarea de referinta; 11 — interval de incredere; OR - odds ratio

Anexa 6. Factori asociati mutatiilor genetice (21 gene) la Levofloxacina

Prezenta mutatilor (21 gene)

Denumire factori Da Nu OR [Ii95%] Valoare p
n (%) n (%)
Total 71 197

Sex 0.744*
Barbati 53 (74.6) 152 (77.2) 0.87[0.46-1.64]
Femei 18 (25.4) 45 (22.8) ref

Mediu de resedinta 0.877*
Urban 20 (28.2) 53 (26.9) 1.06 [0.58-1.95]
Rural 51 (71.8) 144 (73.1) ref

Virsta 0.654*
<44 ani 51 (71.8) 134 (68.0) 1.20 [0.66-2.18]
> 45 ani 20 (28.2) 63 (32.0) ref

Migrant 1.000*
Da 15 (21.1) 41 (20.8) 1.02 [0.52-1.98]
Nu 56 (78.9) 156 (79.2) ref

Localizare 1.000*
Pulmonara 69 (97.2) 192 (97.5) 0.89 [0.70-4.74]
Extrapulmonara 2(2.8) 52.5) ref

Tipul cazului 0.027
Caz nou 30 (42.3) 114 (57.9) ref
Retratament 41 (57.7) 83 (42.1) 1.88 [1.20-3.25]

Statutul HIV
Pozitiv 3(4.2) 14 (7.1) 1.88 [1.20-3.25] 0.295%*
Negativ/necunoscut 68 (95.8) 183 (92.9) ref

*Fisher exact test; ref — valoarea de referinta; 11 — interval de incredere; OR - odds ratio
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Anexa 7. Factori asociati mutatiilor genetice (11 gene) la Kanamicina

Prezenta mutatiei (11 gene)

Valoare

Denumire factori Da Nu OR [1195%]
n (%) n (%) P
Total 181 87

Sex 0.445*
Barbati 141 (77.9) 64 (73.9) 1.27 [0.70-2.29]
Femei 40 (22.1) 23 (26.4) ref

Mediu de resedinta 0.308
Urban 53 (29.3) 20 (23.0) 1.39 [0.77-2.51]
Rural 128 (70.7) 67 (77.0) ref

Varsta 0.252
<44 ani 129 (71.3) 56 (64.4) 1.37 [0.80-2.37]
> 45 ani 52 (28.7) 31 (35.6) ref

Migrant 1.000
Da 38 (21.0) 18 (20.7) 1.02 [0.54-1.91]
Nu 143 (79.0) 69 (79.3) ref

Localizare 0.434
Pulmonara 175 (96.7) 86 (98.9) 0.34 [0.40-2.86]
Extrapulmonara 6 (3.3) 1(1.1) ref

Tipul cazului 0.266
Caz nou 93 (51.4) 51 (58.6) 0.75[0.44-1.25]
Retratament 88 (48.6) 36 (41.4) ref

Statutul HIV
Pozitiv 8(4.4) 9(10.3) 0.40 [0.15-1.08] 0.059*
Negativ/necunoscut 173 (95.6) 78 (89.7) ref

*Fisher exact test; ref — valoarea de referinta; 11 — interval de incredere; OR - odds ratio
Anexa 8. Factori asociati mutatilor (4 gene) la Amikacina
Denumire factori Prezenta mutatiei (4 gene)
Da Nu OR [1195% Valoare p
n (%) n (%)
Total 35 233

Sex 0.885%*
Barbati 26 (74.3) 179 (76.8) 0.87[0.38-1.97]
Femei 9(25.7) 54 (23.2) ref

Mediu de resedinta 0.230*
Urban 13 (37.1) 60 (25.8) 1.70 [0.74-3.79]
Rural 22 (62.9) 173 (74.2) ref

Virsta 0.156*
<44 ani 20 (57.1) 165 (70.8) 0.55[0.27-1.23]
> 45 ani 15 (42.9) 68 (29.2) ref

Migrant 0.999*
Da 7 (20.0) 49 (21.0) 0.94 [0.39-2.27]
Nu 28 (80.0) 184 (79.0) ref

Localizare
Pulmonara 34 (97.1) 227 (97.4) 0.90 [0.10-42.5] 0.999*
Extrapulmonara 1(2.9) 6 (2.6) ref

Tipul cazului
Caz nou 19 (54.3) 125 (53.6) 1.03 [0.50-2.09] 0.999*
Retratament 16 (45.7) 108 (46.4) ref

Statutul HIV
Pozitiv 5(14.3) 12 (5.2) 3.07[1.01-9.32] 0.039*
Negativ/necunoscut 30 (85.7) 221 (94.8) ref

*Fisher exact test; ref — valoarea de referinta; 11 — interval de incredere; OR - odds ratio
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Anexa 9. Factori asociati mutatilor (7 gene) la Capreomicina

Denumire factori

Prezenta mutatiei (7 gene)

Da Nu OR [1195%] Valoare p
n (%) n (%)
Total 37 177

Sex 1.000*
Bérbati 28 (75.7) 177 (76.6) 0.94 [0.40-2.43]
Femei 9(24.3) 54 (23.4) ref

Mediu de resedinta 0.334*
Urban 13 (35.1) 60 (26.0) 1.54[0.74-3.22]
Rural 24 (64.9) 171 (74.0) ref

Virsta 0.246*
<44 ani 22 (59.2) 163 (70.6) 0.61[0.29-1.25]
> 45 ani 15 (40.5) 68 (29.4) ref

Migrant 0.718*
Da 9 (24.3) 47 (30.3) 1.26 [0.56-2.85]
Nu 28 (75.7) 184 (79.7) ref

Localizare
Pulmonara 35 (94.6) 226 (97.8) 0.39[0.07-4.23] 0.498*
Extrapulmonara 2(5.4) 5(12.2) ref

Tipul cazului
Caz nou 19 (51.4) 125 (54.1) 0.89[0.42-1.91] 0.890*
Retratament 18 (48.6) 106 (45.9) ref

Statutul HIV
Pozitiv 6(16.2) 11 (4.8) 3.87[1.34-11.2] 0.018*
Negativ/necunoscut 31 (83.8) 220 (95.2) ref

*Fisher exact test; ref — valoarea de referinta; 11 — interval de incredere; OR - odds ratio

Anexa 10. Factori asociati mutatilor in combinatia genetica fabG1 -15c>t&ethA H281P
pentru Etionamida/Protionamida

Denumire factori

Prezenta mutatiei fabG1 -15c>t&ethA

Da H281P Nu OR [1195%] Valoare p
n (%) n (%)
Total 130 138

Sex 0.198*
Barbati 104 (80.0) 101 (73.2) 1.47[0.83-2.59]
Femei 26 (20.0) 37 (26.8) ref

Mediu de resedinta 0.682*
Urban 37 (28.5) 36 (26.1) 1.13 [0.66-1.93]
Rural 93 (71.5) 102 (73.9) ref

Virsta 0.028
<44 ani 99 (76.1) 88 (63.8) 1.82[1.1-3.09]
> 45 ani 31(23.9) 50 (36.2) ref

Migrant 0.134*
Da 22 (16.9) 34 (24.6) 0.62 [0.34-1.13]
Nu 108 (83.1) 104 (75.4) ref

Localizare
Pulmonara 126 (96.9) 135 (97.8) 0.70 [0.15-3.19] 0.716*
Extrapulmonard 4 3.1 3(22) ref

Tipul cazului
Caz nou 66 (50.8) 78 (56.5) 0.79 [0.49-1.28] 0.345
Retratament 64 (49.2) 60 (43.5) ref

Statutul HIV
Pozitiv 3(2.3) 14 (10.1) 0.21 [0.06-0.75] 0.011*
Negativ/necunoscut 127 (97.7) 124 (89.9) ref

*Fisher exact test; ref — valoarea de referinti; Il — interval de incredere; OR - odds ratio
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Anexa 11. Factori asociati mutatiilor genetice (20 gene) la Etionamida/Protionamida

Denumire factori Prezenta mutatiilor (20 gene)
Da Nu OR [1195%] Valoare p
n (%) n (%)
Total 104 164

Sex 0.106*
Bérbati 74 (71.2) 131 (79.9) 0.62 [0.35-1.10]
Femei 30 (28.8) 33 (20.1) ref

Mediu de resedinta 0.574%*
Urban 26 (25.0) 47 (28.7) 0.83 [0.48-1.45]
Rural 78 (75.0) 117 (71.3) ref

Virsta 0.589
<44 ani 74 (71.2) 111 (67.7) 1.18 [0.69-2.01]
> 45 ani 30 (28.8) 53 (32.3) ref

Migrant 0.014*
Da 30 (28.8) 26 (15.9) 2.15[1.18-3.91]
Nu 74 (71.2) 138 (84.1) ref

Localizare
Pulmonara 101 (97.1) 160 (97.6) 0.84 [0.19-3.84] 1.000*
Extrapulmonara 3(2.9) 4(2.4) ref

Tipul cazului
Caz nou 60 (57.7) 84 (51.2) 1.30[0.79-2.13] 0.300
Retratament 44 (42.3) 80 (48.8) ref

Statutul HIV
Pozitiv 13 (12.5) 4(2.4) 5.71[1.81-18.0] 0.001*
Negativ/necunoscut 91 (87.5) 160 (97.6) ref

*Fisher exact test; ref — valoarea de referinta; 11 — interval de incredere; OR - odds ratio
Anexa 12. Factori asociati mutatiilor genetice (16 gene) la Cicloserina
Prezenta mutatiei genetice (16 gene)
Denumire factori Da Nu OR [Ii95%] Valoare p
n (%) n (%)
Total 16 191

Sex 0.374*
Barbati 14 (87.5) 191 (75.8) 2.24[0.49-10.1]
Femei 2 (12.5) 61(24.2) ref

Mediu de resedinta 0.773%*
Urban 5(31.2) 68 (27.0) 1.23[0.41-3.67]
Rural 11 (68.8) 184 (73.0) ref

Virsta 0.405%*
<44 ani 13 (81.2) 172 (68.2) 2.02 [0.56-7.27]
> 45 ani 3(18.8) 80 (31.7) ref

Migrant 0.339*
Da 5(31.2) 51 (20.2) 1.79 [0.60-5.39]
Nu 11 (68.8) 201 (79.8) ref

Localizare 0.016%
Pulmonara 13 (81.2) 247 (98.0) ref
Extrapulmonara 3 (18.8) 5(2.0) 11.4 [1.56-52.0]

Tipul cazului 0.007*
Caz nou 3 (18.8) 141 (56.0) ref
Retratament 13 (81.2) 111 (44.0) 5.5[1.46-30.7]

Statutul HIV
Pozitiv 1(6.2) 16 (6.3) 0.98 [0.12-7.92] 1.000*
Negativ/necunoscut 15 (93.8) 236 (93.7) ref

*Fisher exact test; ref — valoarea de referinta; 11 — interval de incredere; OR - odds ratio.
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Anexa 13. Factori asociati mutatiei genetice thy4d R222G la Acidul para-aminosalicilic

Prezenta mutatiei thyd R222G

Denumire factori Da Nu OR [1195%] Valoare p
n (%) n (%)
Total 37 231

Sex 0.036*
Bérbati 23 (62.2) 182 (78.8) ref
Femei 14 (37.8) 49 (21.2) 2.26 [1.08-4.72]

Mediu de resedinta 0.695%*
Urban 11 (29.7) 62 (26.8) 1.1510.54-2.47]
Rural 26 (70.3) 169 (73.2) ref

Virsta 0.849*
<44 ani 25 (67.6) 160 (69.3) 0.92 [0.44-1.94]
> 45 ani 12 (32.4) 71 (30.7) ref

Migrant 0.831*
Da 7 (18.9) 49 (21.2) 0.87[0.36-2.09]
Nu 30 (81.1) 182 (78.8) ref

Localizare 1.000*
Pulmonara 36 (97.3) 225 (97.4) 0.96 [0.11-8.20]
Extrapulmonara 1(2.7) 6 (2.6) ref

Tipul cazului 0.043*
Caz nou 26 (70.3) 118 (51.1) 2.3[1.1-5.31]
Retratament 11 (29.7) 113 (48.9) ref

Statutul HIV
Pozitiv 5(13.5) 12 (5.2) 2.85[0.94-8.63] 0.135*
Negativ/necunoscut 32 (86.5) 219 (94.8) ref

*Fisher exact test; ref — valoarea de referinta; 11 — interval de incredere; OR - odds ratio.

Anexa 14. Factori asociati mutatiilor genetice (5 gene) la Acidul para-aminosalicilic

Denumire factori

Prezenta mutatiilor (5 gene)

Da Nu OR [1195%] Valoare p
n (%) n (%)
Total 24 244

Sex 0.021*
Baérbati 23 (95.8) 182 (74.6) 7.83[1.21-59.2]
Femei 1(4.2) 62 (25.4) ref

Mediu de resedinta 0.632%*
Urban 5(20.8) 68 (27.9) 0.68 [0.25-1.90]
Rural 19 (79.2) 176 (72.1) ref

Virsta 0.252%*
<44 ani 14 (58.3) 171 (70.1) 0.60 [0.25-1.41]
> 45 ani 10 (41.7) 73 (29.9) ref

Migrant 0.602*
Da 6 (25.0) 50 (20.5) 1.29 [0.49-3.43]
Nu 18 (75.0) 194 (79.5) ref

Localizare 0.486*
Pulmonara 23 (95.8) 238 (97.5) 0.58 [0.67-5.03]
Extrapulmonara 1(4.2) 6 (2.5 ref

Tipul cazului 0.284*
Caz nou 10 (41.7) 134 (54.9) 0.59[0.25-1.37]
Retratament 14 (58.3) 110 (45.1) ref

Statutul HIV
Pozitiv 1(4.2) 16 (6.6) 0.62 [0.79-4.89] 1.000%*
Negativ/necunoscut 23 (95.8) 228 (93.4) ref

*Fisher exact test; ref — valoarea de referinta; 11 — interval de incredere; OR - odds ratio.
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Anexa 15
Certificat de inovator nr. 6011 din 27 martie 2023

“Izolarea ADN-ului genomic micobacterian prin tehnica CTAB pentru utilizarea in

metoda de secventiere integrala a genomului”

Zoom out

Ministerul Sanatatii

CERTIFICAT»e INOVATOR ||

Nr. 6011

Pentru inovatia cu titlul

IZOLAREA ADN-ULUI GENOMIC
MICOBACTERIAN PRIN TEHNICA CTAB

PENTRU UTILIZAREA IN METODA DE

SECVENTIERE INTEGRALA A GENOMULUI
Inovatia a fost inregistrata pe data de
]a Universitatea de Stat de Medicina §i Farmacie
“Nicolae Testemitanu”

Se recunoaste calitatea de autor(i)
NOROC Ecaterina, RUSU Doina,

et ¢ IOt R

145



Anexa 16

Act de implementare a inovatiei nr. 41 din 05 mai 2023

»lzolarea ADN-ului genomic micobacterian prin tehnica CTAB pentru utilizarea in
metoda de secventiere integrala a genomului”

;%’ INSTITUTIA PUBLICA |
UNIVERSITATEA DE STAT DE MEDICINA $| FARMACIE
 NICOLAE TESTEMITANU" DIN REPUBLICA MOLDOVA

b i ,é l Pug, 8/ B

APROB
Prorecior pentew activitate de cencetare,
l'estemifanu” din RM
M,

2023

ACTUL n r R

DE IMPLEMENTARE A INGVATIEI
iin procesul stiintfico — praclic}

1. Denumires ofcriei pentru implementare: [zolarca ADN-ului genomic micanacterian prin
tehnica CTAR penteu utilizanea in metoda de seevenliere integrald u genomului.

D

. Autori: Narac Eeaering, Rusu Doina, Crudu Yaleriu, Clobanu Nelly.
3, Nurndirol inovatiei: Ne.611 din 27 Martie 2023

4. Unde si ciind a fost implementat: fn cadrul IMSP Instilutul de Itiziopneumalagie .Chiril
Mraganiue”. Ladsoratorul Natianal de Referintit, incepénd eu anul 2013 pand in prezent.

S. Eficacitatea implementiiriiz 2 fosi posinila identificaren genotipurilor fulpinilor de 1B
circulate pe teritoriu Republicii Maldova, a fost posihili detectarca presentei muraiilor ve
confordi resisient la preparatele antituberculease, si participarca in dilesite projcete de inovagie si
cereslare,

6 Rezultatul  implementiriic  duce Jx  imbuntitatiri  semnificative sle  dapgnosticului,
ralumentulu 51 rezultaelor sindtafii publice, ficindu-l un instrument valaios in Jupla
impatiiva LB prin imbuntiagires dizgrosticulul de tuberculoza, initicrea unui tratament
pemonalizat, deleeluren precose a rezistentel la medicament, benelicii penttu sandlalea
publicd si ccanamii de costuri.

Prezenia inovedie este implemeniatd conform descrieril in cerere,

« ' "
Sef departament, Departamentul Cerestare, %5{ -
dr, hab. st med., conl, univ. b, [ Ruevschi Elena

Sel Taharator Najianal de Referinta,
Micrabiclogic i Murlologia Tubsreulozei /{3 ?KM[ Crudu Valeriu
dr. gt. med,, coni. univ.

Diracter, TVISP LFP | Cairil Draganiuc™ Rusu Doina

dr. st meil., conf, univ,

Coordonat

el Z o, F.CGrnza
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Anexa 17

LISTA LUCRARI STIINTIFICE

1. Articole in reviste stiintifice
1.1. in revistele din bazele de date Web of Science si SCOPUS

1.1.1. CRUDU, V. et al. Nosocomial transmission of multidrug-resistant tuberculosis. In:
International Journal of Tuberculosis and Lung Disease. 2015, no.19(12), pp.1520-
1523. IF 2,148.

1.1.2. COLMAN, R. E. et al. Detection of Low-Level Mixed-Population Drug Resistance.
Mycobacterium tuberculosis Using High Fidelity Amplicon Sequencing. In: PLOS
ONE. 2015, n0.10(5), pp. 1-18. IF 3.234.

1.1.3. MANSON, A.L. et al. Genomic analysis of globally diverse Mycobacterium
tuberculosis strains provides insights into the emergence and spread of multidrug
resistance. In: Nature Genetics. 2017, vol. 49(3), pp. 395-402. PMCID: PMC5402762
IF 27,125.

1.1.4. BROWN, T. S. et al. Evolution and emergence of multidrug-resistant
Mycobacterium tuberculosis in Chisinau, Moldova. In: Microbial Genomics. 2021,
no. 8(7), pp. 1-9. ISSN 2057-5858. IF 4,70.

1.1.5. FINCI, L. et al. Genotype to phenotype: variable resistance levels in clinical
Mycobacterium tuberculosis complex strains caused by resistance mutations. In: The
Lancet Microbe. 2022, vol. 3, issue 9, €672-e682. IF 38,2.

1.1.6. NOROG, E. et al. Limited nosocomial transmission of drug-resistant-tuberculosis,
R. Moldova. In: Emerging Infectious Diseases. 2023, vol. 29, no. 5, pp.1046-1050.
ISSN: 1080-6059. IF 16,126.

1.2. in reviste din Registrul National al revistelor de profil, cu indicarea categoriei:
- categoria B

1.2.1 CRUDU, V. s.a. Versiunea noud a metodei molecular-genetice pentru detectia
tuberculozei, precum si a rezistentei la rifampicina si izoniazida (Line probe assay
genotype MTBDRplus VER2.0). In: Buletinul Academiei de Stiinte a Moldovei.
Stiinte Medicale. Chisinau, 2012, nr. 4(36), pp. 40-44. ISSN 1857-0011.

1.2.2 CIOBANU, N. s.a. Nivelul de rezistenta fenotipica si paternul de mutatii genice a M.
tuberculosis. In: Buletinul Academiei de Stiinte a Moldovei. Stiinte Medicale.
Chisinau, 2021, nr. 1(69), pp. 38-44. ISSN 1857-0011.

2. Teze in culegeri stiintifice
2.1. in lucrarile conferintelor stiintifice internationale (peste hotare)
2.1.1 CRUDU, V. et al. Transmission of mycobacterium tuberculosis Ural 163-15

lineage causing multidrug-resistant tuberculosis among hospitalized patients. In:
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European Respiratory Journal. 2022, vol. 46 (suppl 59), p. 2739. Print ISSN 0903-
1936. Online ISSN 1399-3003. IF 7.636.

2.1.2 CIOBANU, N. et al. The TB eXiSt assay for improvement the accuracy of
diagnosis of TB resistance cases. The 47" Union World Conference on Lung Health
of the International Union Against Tuberculosis and Lung Disease (The Union). In:
The International Journal of Tuberculosis and Lung Disease. Liverpool, United
Kingdom, 2016, vol. 20(11 suppl 1), p. 487. ISSN 1027-3719. IF 2.468.

2.1.3 MERKER, M. et al. The impact of mixed infections on the interpretation of
molecular epidemiology studies of tuberculosis. In: The International Journal of
Tuberculosis and Lung Disease. 2016, vol. 20(suppl 3), p. 424. IF 2.468.

2.1.4 CIOBANU, N. et al. The correlation of genotypic resistance with phenotypic level
of drug resistance for guiding treatment decisions. The 48th Union World
Conference on Lung Health of the International Union Against Tuberculosis and
Lung Disease (The Union), In: The International Journal of Tuberculosis and Lung
Disease. Guadalajara, Mexico, 2017, vol. 21(11 suppl 2), p. 385. ISSN 1027-3719.
IF 2.392.

2.1.5 CRUDU, V. et al. Discrepancy across phenotypic and genotypic results of drug
susceptibility testing of Mycobacterium tuberculosis. In: European Respiratory
Journal. 2018, vol. 52 (suppl 62), p.3675. Print ISSN 0903-1936. Online ISSN
1399-3003. IF 12.244.

2.1.6 NOROC, E. et al. Uncertainty of hospital or community MDR-TB reinfection in
patients on TB treatment in high MDR-TB burden setting. In: The International
Journal of Tuberculosis and Lung Disease. 2022, vol. 26 (suppl 2), p.147. ISSN
997-1098. IF 4.0.

2.1.7 CRUDU, V. et al. Diagnostic accuracy of molecular assays for drug susceptibility
testing of M. tuberculosis using raw sputum and isolates strains. In: European
Respiratory Journal. 2022, vol. 60(66), p. 2618. Print ISSN 0903-1936. Online
ISSN 1399-3003. IF 24,3.

3. Brevete de inventie si alte obiecte de proprietate intelectuala (OPI)
3.1. NOROG, E. s.a. Izolarea ADN-ului genomic micobacterian prin tehnica CTAB pentru
utilizarea in metoda de secventiere integrala a genomului. Certificat de inovator, Nr. 6011
din 27.03.2023.
3.2. NOROG, E. s.a. Izolarea ADN-ului genomic micobacterian prin tehnica CTAB pentru
utilizarea in metoda de secventiere integrala a genomului. Act de implementare, Nr. 41

din 05.05.2023.
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DECLARATIA PRIVIND ASUMAREA RASPUNDERII

Subsemnata, Noroc Ecaterina, declar pe raspundere personald ca materialele prezentate in
teza de doctorat sunt rezultatul propriilor cercetari si realizari stiintifice. Constientizez ca, in caz

contrar, urmeaza sa suport consecintele in conformitate cu legislatia in vigoare.
Noroc Ecaterina

Semnatura

Data
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Nume si
prenume

Cetatenie

Studii

Activitatea
profesionala

Stagii

CURRICULUM VITAE

Noroc Ecaterina

Republica Moldova, Roméania

2013 - 2024 — Studii de doctorat, [P USMF ,N. Testemitanu” si Centrul de
Cercetari Borstel, Germania.

2010 — 2011 — Studii prin rezidentiat in Microbiologie, IP Universitatea de
Stat de Medicina si Farmacie ,,N. Testemitanu”.

2004 — 2010 — Studii de licenta in Sanatate Publica, IP Universitatea de Stat
de Medicina si Farmacie ,,N. Testemitanu”

2021 — prezent: Sefa Laboratorului de Analize Medicale, IMSP Spitalul
Dermatologie si Maladii Comunicabile;

2021 —2022: Mentor al Programului Global de Leadership al Laboratorului
din Moldova;

2018 — prezent: Membru al grupului de baza al Initiativei Laboratoarelor
Europene (ELI) privind tuberculoza, HIV si hepatita, OMS Europa;

2017 — prezent: Coordonator national privind diagnosticul de laborator al
infectiei cu HIV si ITS;

2011 — 2023: Cercetator stiintific, Laborator National de Referintd 1n
Microbiologia si  Morfologia Tuberculozei, IMSP Institutul de
Ftiziopneumologie ,,C. Draganiuc” ;

2011-2014: Asistent universitar la Catedra Microbiologie, Virusologie si
Imunologie, IP USMF ,N. Testemitanu”.

1. Curs: Cerintele standardului SM EN ISO 15189:2023 Laboratoare
medicale. Cerinte pentru calitate si competenta, prezentand modificari
fata de versiunea anterioara a standardului. MOLDAC, Chisinau,
Moldova, 2023;

2. Curs: Curs de tranzitie la ISO 15189:2022, inclusiv evaluarea
riscurilor §i cerintele pentru testarea la punctul de ingrijire. DATOS,
Olanda, 2023;

3. Curs: Regulamentul (UE) 2017/46 privind dispozitivele medicale
pentru diagnostic in vitro. MOLDAC, Chisinau, Moldova, 2023;

4. Curs: SM EN ISO 15189:2014 "Laboratoare medicale. Cerinte de
calitate si competenta"” ,, Instruirea auditorilor interni prin SM EN ISO
19011:2018, Ghid pentru managementul auditului sisteme”, pentru
auditarea Sistemului de Management implementat conform SM EN ISO
15189:2014. MOLDAC, Chisinau, Moldova, 2020;
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Participari in
proiecte
stiintifice
nationale si
internationale

10.

11.

Curs: Auditor al sistemului de management al calitatii pentru
laboratoare conform ISO 19011: 2018 ISO / IEC 17025: 2018 si ISO
15189: 2013. TUVKarpat, Bucuresti, Roméania, 2020;

Curs: Sisteme de management al calitatii de laborator 1SO 15189:2012
si documente CLSI GP26-A3. Amsterdam, Olanda, 2017;

Curs: Tehnologia GeneXpert (TB si HIV). Toulouse, Franta, 2017,
Curs: Certificat de audit intern al laboratoarelor medicale 1SO
15189:2012. Brasov, Romania, 2017;

Curs: Certificare IATA: Instruire pentru responsabilitdtile
expeditorilor/agentilor de marfa pentru transportul de marfuri
periculoase pe calea aerului, 2014;

Curs: Bune practici clinice de laborator in domeniul diagnostiului TB.
Borstel, Germania, 2019, 2018, 2017, 2016, 2015, 2014, 2013, 2012,
2011;

Curs: Bunele practici de laborator in domeniul biologiei moleculare.
California, SUA, 2011.

COVID-19 RM Financed by Foundation for innovative new diagnostics
(FIND). Sub-grantee/contractor: Dermatology and Communicable
Diseases Hospital, Chisinau, Moldova, Principal Investigator: Ecaterina
Noroc; Duration —2021-2023;

HIV Recency in Moldova, Financed by UNAIDS Moldova,
Investigator: Ecaterina Noroc; Duration — 2020-2021;

Evaluation of the implementation of HIV and syphilis testing and HIV
treatment policies, strengthen the HIV testing quality management
system in the Republic of Moldova, Financed by WHO Moldova,
Investigator: Ecaterina Noroc; Duration — 2019;

Multicenter trial to assess the performance of centralized assay
solutions for detection of MTB and resistance to Rifampin and
Isoniazid. Clinical trial protocol. Financed by Foundation for innovative
new diagnostics (FIND). Sub-grantee/contractor: Phthisiopneumology
Institute, Chisinau, Moldova. Principal Investigator: Ecaterina Noroc;
Duration — 2018-2020;

TB Reference Materials. Treatment Monitoring Collection. Project
numbers: P07013-03. Financed by Foundation for innovative new
diagnostics (FIND). Sub-grantee/contractor: Phthisiopneumology
Institute, Chisinau, Moldova. Principal Investigator: Ecaterina Noroc;
Duration — 2015-2018;

Hain Genotype MTBDRsl 2.0 Evaluation Study. Financed by
Foundation for innovative new diagnostics (FIND). Sub-
grantee/contractor: Phthisiopneumology Institute, Chisinau, Moldova.
Principal Investigator: Ecaterina Noroc; Duration — 2015-2016;

TB Drug Resistant Reference Materials. Collection, Storage &
Distribution, Project number PO-7265-2/1. Financed by Foundation for
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Participari la
manifestari
stiintifice

10.

11.

12.

innovative new  diagnostics (FIND). Sub-grantee/contractor:
Phthisiopneumology  Institute, Chisinau, Moldova.  Principal
Investigator: Ecaterina Noroc; Duration — 2014-2016;

Moldova TB Portal. Project No: OISE 9531011. Financed by: U.S.
Civilian Research & Development Foundation (CRDF Global). Sub-
grantee/contractor: Phthisiopneumology Institute, Chisinau, Moldova.
Principal Investigator: Valeriu Crudu; Duration — 2015-2016;
Nano-encapsulation of anti-TB drugs for targeted delivery. Project No:
5800. Financed by: Science and Technology Center in Ukraine (STCU)).
Sub-grantee/contractor:  Phthisiopneumology Institute, Chisinau,
Moldova. Principal Investigator: Valeriu Crudu; Duration — 2012-
2014.;

Study of phenomenon of nosocomial transmission Multidrug-Resistant
Tuberculosis by analyzing genotypic  of  diversity of DNA of
M tuberculosis strains. Project No: T10/AG/01 IFP. Financed by:
Global Fund to Fight AIDS, Tuberculosis and Malaria. Sub-grantee/
contractor: Phthisiopneumology Institute, Chisinau, Moldova. Principal
Investigator: Valeriu Crudu; Duration — 2012;

Genotyping of MDR/XDR strains in Moldova. Financed by: EC
contribution FP7-HEALTH-2007-B. Sub-grantee/contractor: Research
Center Borstel, Germany. PI: Prof. Dr. Stefan Nieman. Duration —
2011-2013;

First Evaluation of an Improved Assay for Molecular Genetic Detection
of Tuberculosis as Well as Rifampin and Isoniazid Resistances.
Financed by: Hain Lifescience GmbH, Germany. Sub-
grantee/contractor: Phthisiopneumology Institute, Chisinau, Moldova.
PI: Valeriu Crudu; Duration —2010-2011.

Conferintd stiintificd nationald cu participare internationald ,,Noi
abordari in controlul bolilor respiratorii. Integrarea serviciilor”. 20 —
21 Decembrie 2023. Chisinau, Republica Moldova;

Al 33-lea Congres European de Micobacteriologie Clinicd si Boli
Infectioase. Aprilie 2023. Copenhaga, Danemarca;

Conferinta stiintifico-practica consacrata Zilei Mondiale de combatere
a tuberculozei cu genericul ,,DA! Putem invinge tuberculoza” 24 martie
2023;

The Union, World Conference on Lung Health 2022. Combating
pandemics: Today and Tomorrow, 8-11 Nov 2022;

A 40-a Societate Europeana de Micobacteriologie. Iunie 2019.
Valencia, Spania;

Atelier interregional privind inovarea in diagnosticare si furnizare de
servicii pentru programele de tuberculoza, HIV si malaria. Aprilie 2019.
Lima, Peru;
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Premii,
mentiuni,
distinctii, titluri
onorifice

Apartenenta la

societati/asociatii

stiintifice
nationale si
internationale

Lucrari
stiintifice
publicate

Date de contact
de serviciu

7. A 39-a Societate Europeana de Micobacteriologie. Iunie 2018. Dresda,
Germania;

8. A 36-a Societate Europeana de Micobacteriologie. Tunie 2015. Riga,
Letonia;

9. Al 25-lea Congres European de Micobacteriologie Clinica si Boli
Infectioase. Aprilie 2015. Copenhaga, Danemarca;

10. Conferinta Internationald de Micobacteriologie si Epidemiologie.
Noiembrie 2014. Bucuresti, Romania;

11. Actualizare in diagnosticul si tratamentul TB. Decembrie 2013.
Chisindu. Republica Moldova;

12. A 34-a Societate Europeana de Micobacteriologie. Iunie 2013.

1. Cea mai de succes activitate in domeniul Sanatatii Publice. Ministerul
Sanatatii, Muncii si Protectiei Sociale, Republica Moldova. Aprilie 2019;
2. Diploma de onoare pentru cel mai bun cetatean al satului Niscani,
Calarasi, Republica Moldova. Octombrie 2018;

3. Diploma de onoare pentru cel mai bun doctor al anului 2015 oferita de
Ministerul Sanatatii, Muncii si Protectiei Sociale, Republica Moldova.
Tunie 2015;

4. Locul 3 la cel de-al IV-lea Congres International de Medicina pentru
studenti si tineri medici MedEspera2012, Chisindu, Republica Moldova,
2012.

Membru: Societatea Europeand de Microbiologie Clinica si Maladii
Infectioase (ESCMID);

Membru: Societatea Europeanad de Micobateriologie (ESM);
Membru fondator: Societatea de Micobacteriologie Clinica (SMC);
Membru fondator: Institutul de Microbiologie Clinica si Maladii
Infectioase (IMCMI).

Au fost publicate 15 lucrdri stiintifice, inclusiv 6 articole in revistele din
bazele de date Web of Science si SCOPUS, 2 articole in reviste din
Registrul National al revistelor de profil, categoria B, 7 teze in lucrarile
conferintelor stiintifice internationale (peste hotare), 3 participari cu
comunicare nationald si internationald, 1 participare cu poster la foruri
stiintifice internationale. Un certificate de inovatie si 1 act de implentare.

Adresa : mun. Chisinau, or. Codru, str. Costiujeni 5/1

Tel: 022 794-127
E-mail: ecaterina.noroc@ms.md
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