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REPERE CONCEPTUALE ALE TEZEI
Actualitatea temei

Tuberculoza este boala infectioasd care anual la nivel global
cauzeaza un important numar de imbolndviri si cel mai mare numar de decese
provocate de un singur agent infectios [1]. Urmare al acestui impact major
asupra sanatatii publice, tuberculoza este in campul de vedere al celor mai
recunoscute institutii internationale care stabilesc politici si prioritizeaza
interventii ce au drept scop reducerea poverii si eventual eliminarea acestei
boli [2]. In acest context in ultima decadd au fost inregistrate mai multe
realizdri importante atat la capitolul diagnosticului cat si tratamentului
tuberculozei.

In domeniul diagnosticul tuberculozei au fost dezvoltate o serie de
teste pe baza de amplificare a acizilor nucleici, care in studiile de laborator
au demonstrat o Tnalta acuratete de identificare a M. tuberculosis combinata
cu o durata scurtd de obtinere a rezultatelor testarii [3]. La fel, tehnologiile
medicamentele antituberculoase de bazd. Din grupul acestor teste o
implementare deosebit de largd a obtinut-o testul Xpert MTB/Rif.
Caracteristicile tehnice ale acestuia (acuratetea, rapiditatea si simplitatea
operationald) au inspirat entuziasm chiar din primele rapoarte de
implementare. In acelasi timp, eficienta si impactul real al utilizirii
tehnologiei Xpert MTB/Rif in practica clinicd curenta ar putea fi redusa de
o serie de factori conditionati de particularitatile sistemului medical (rata
inalta a coinfectie TB/HIV, incidenta sporita a tulpinilor multidrog rezistente,
sistem centralizat de acordare a asistentei medicale etc.) [4] si categoria de
pacienti la care este aplicat (cu forme extrapulmonare de boala,
imunocompromisi, copii etc.) [5]. Astfel, determinarea impactului real al
utilizarii tehnologiei Xpert MTB/Rif pentru diagnosticul tuberculozei in
cadrul diferitor sisteme de acordare a asistentei medicale a devenit una din
prioritdtile de cercetare. Evaluarii impactului Xpert MTB/Rif asupra unor
parametri ai managementului terapeutic al bolnavilor cu tuberculozi MDR
si confirmdrii microbiologice a tuberculozei la bolnavii cu sputd



paucibacilara, in conditiile practicii clinice din Republica Moldova, le sunt
dedicate si doua dintre obiectivele prezentei lucrari.

Odata cu implementarea in practicd de noi metode diagnostice a
crescut si volumul de lucru efectuat de catre laboratoarele de diagnostic
microbiologic al tuberculozei, atat urmare a efectuarii directe a testarilor prin
noile tehnologii cat si secundar testarilor efectuate n cadrul asigurarii
controlului calitatii in unititile subordonate. In acest context si-au facut
aparitia tehnologiile de efectuare si citire automatiza a metodelor clasice de
diagnostic (microscopia si cultura). Aceste tehnologii au potentialul de a
substitui sau cel putin de a reduce implicarea personalului uman si drept
urmare “eliberarea” lui pentru supravegherea/efectuarea testarilor mai
complexe. In cazul unora dintre aceste sisteme automatizate, existd o
multitudine de date experimentale si din teren privind eficacitatea si cost
eficienta lor [6]. In cazul altora acuratetea si fezabilitatea aplicirii in
contextul diferitor scenarii de aplicare in practica iInca urmeaza a fi stabilite.
Aprecierii performantelor platformei de citire automatizata a frotiurilor
microscopice in coloratie fluorescenta (Fluorobot) este consacrat un alt
obiectiv al prezentei lucrari [7].

De rand cu realizdrile importante, la capitolul diagnosticului
tuberculozei, in ultima perioada au fost Inregistrate si unele dezamagiri si
sperante neimplinite, in special este cazul testelor de diagnostic al infectiei
tuberculoase latente (ITBL) [8]. Astfel, dezvoltarea pe parcursul a catorva
decenii a testelor IGRA (Interferon-Gamma Release Assay) a condus la
concluzia despre specificitatea redusa a acestora in identificarea persoanelor
cu ITBL cu risc sporit de progresie spre tuberculoza activa precum si in
diferentierea persoanelor cu ITBL de cele cu tuberculoza activa [9]. Drept
urmare, in prezent sunt desfisurate numeroase studii care urmaresc
identificarea de noi biomarkeri (alternativi sau complementari INF-y apreciat
prin IGRA), care ar fi mai eficienti in diferentierea diferitor statute clinice
ale infectiei tuberculoase. Astfel, si unul dintre obiectivele prezentei lucrari
a urmdrit evaluarea potentialului rol al aprecierii profilului secretor de IL-
2/INF-y al limfocitelor T din sangele periferic in diferentierea statutelor
clinice ale infectiei cu M. tuberculosis [10].



Progresele de baza in ceea ce tine tratamentul tuberculozei sunt
legate de identificarea si introducerea in practicé clinica a noi medicamente
si scheme terapeutice. Printre acestea cele mai sonore sunt bedaquilina si
delamanidul, de rand cu schemele scurte de tratament pentru tuberculoza
MDR. Desi delamanidul ar putea fi, cel putin in parte, trecut pe lista
asteptarilor neimplinite, bedaquilina si-a demonstrat eficienta la toate etapele
de testare clinicd dupa care a fost inclusd in bateria de prima linie in
tratamentul antituberculos [11, 12]. Cu toate acestea existd constientizarea
clard a faptului ca eficacitatea raportatd in trialurile clinice ar putea sa nu sa
se regiaseascd in practica curentd in special 1n cazul tratamentului
tuberculozei MDR (administrarea la bolnavi cu forme mai grave decat cei
din studiu clinic, aderenta mai joasd la tratamentul indelungat, riscul mai
mare al reactiilor adverse din coadministrare cu medicatia pentru
comorbiditati etc.). Astfel, evaluarea eficacitatii utilizarii medicamentelor si
a schemelor noi de tratament la aplicarea lor in practica clinica curentd, in
special in cadrul managementului programatic al bolnavilor aplicat in cadrul
programelor nationale de raspuns la tuberculozd, a constituit un interes
practic major a cercetarii in domeniu. In prezenta lucrare se regisesc
rezultatele evaluarii eficacitatii includerii bedaquilinei in schemele de
tratament antituberculos la bolnavii cu tuberculozd MDR in cadrul
Programului national de raspuns la tuberculoza in Republica Moldova.

Monitorizarea si evaluarea rezultatelor tratamentului antituberculos
reprezintd un tdram al discutiilor in plind desfasurare. Markerii utilizati in
prezent (in mare parte microbiologici) pentru monitorizarea eficacitatii
terapiei si stabilirii vindicarii sunt indirecti si posedd o specificitate joasa
[13]. Astfel, problematica cercetarilor in acest domeniu este orientata spre
identificarea de biomarkeri mai specifici care ar permite stabilirea
individualizatd a evolutiei favorabile a tratamentului si a vindecarii.
Rezultatele obtinute in acest sens la ora actuald sunt promitatoare, dar inca
departe de a fi aplicabile in practica curentd. Datorita acestui fapt existd un
interes viu pentru identificarea factorilor de risc pentru evolutia nefavorabila
a tratamentului si revizuirea principiillor de aplicare a criteriilor
(microbiologice si clinice) utilizate In prezent pentru definirea rezultatelor
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tratamentului antituberculos [14]. In acest context, ca parte a acestei lucrari,
au fost incluse si doud obiective dedicate aprecierii impactului functiei
pulmonare asupra rezultatelor tratamentului antituberculos precum si
evaluarii fezabilitatii si impactului concluzionarii despre rezultatele finale
ale terapiei antituberculoase dupd monitorizarea timp de un an de la
incheierea tratamentului.

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

Domeniul de studiu: Pneumoftiziologie

Scopul

Evaluarea interventiilor clinice si de laborator cu potential de
optimizare a diagnosticului si de eficientizare a tratamentului bolnavilor de
tuberculoza.

Obiectivele cercetarii

1. Aprecierea eficacitatii determindrii raspunsului celular specific prin
interferon-y si interleukina-2 in diferentierea statutelor clinice ale
infectiei prin M. tuberculosis.

2. Evaluarea acuratetei diagnostice a citirii automatizate a frotiurilor de
microscopie in coloratie fluorescentd prin platforma Fluorobot in
diagnosticul tuberculozei pulmonare la adulti.

3. Determinarea impactului implementarii tehnicii Xpert MTB/Rif asupra
managementului terapeutic la bolnavii cu tuberculoza pulmonara
mutlidrog rezistenta in Republica Moldova.

4. Determinarea rolului evaludrii specimenelor de aspirat brongic in
diagnosticul tuberculozei pulmonare la pacientii cu specimene
paucibacilare ale sputei liber expectorate.

5. Aprecierea eficacitatii includerii bedaquilinei in schemele de tratament al
tuberculozei multidrog rezistente 1n conditille managementului
programatic al bolnavilor de tuberculoza.

6. Evaluarea rationalitatii includerii izoniazidei in doze mari in schemele
terapeutice utilizate la bolnavii cu tuberculoza multidrog rezistenta.



7. Aprecierea impactului functiei pulmonare la momentul diagnosticului
asupra rezultatelor tratamentului la bolnavii cu tuberculoza pulmonara.
8. Evaluarea optiunilor de apreciere a rezultatelor tratamentului la bolnavii
de tuberculoza.
Noutatea si originalitatea
Noutatea cercetérii este datd de evaluarea eficacitatii aplicarii de
noi biomarkeri (profilul citokinic IL-2/INF-y al limfocitelor din sangele
periferic), specimene alternative (aspirat bronsic) si solutii tehnologice
originale (FluoroSpot, Fluorobot, Xpert MTB/Rif) 1n scopul diagnosticarii
infectiei tuberculoase in practica clinicad. La fel, noutatea studiului este
asigurata si de aprecierea eficacitatii si/sau rationalitétii aplicarii in conditiile
clinice din cadrul sistemului de sanatate din Republica Moldova a unor
medicamente noi precum bedaquilina sau a izoniazidei in doze mari, de rand
cu identificarea de noi factori predictivi ai eficacitatii tratamentului
antituberculos si aplicérii unor abordéri mai obiective, din punct de vedere
clinic, in aprecierea rezultatelor tratamentului antituberculos.

Rezultatele obtinute care au determinat solutionarea unei
probleme stiintifice, aplicative de importanta majora

- Fluorospot - ul reprezintd o metodd alternativd pentru diagnosticul
infectiei tuberculoase latente cu acuratete diagnostica similard cu cea a
tehnicilor EliSpot-IGRA.

- Aplicarea tehnologiilor pe baza de deep learning algorithm, precum
Fluorobotul, permite citirea automatizata a frotiurilor microscopice in
coloratie fluorescentd cu o acuratetea comparabild cu cea obtinutd la
citirea manuala.

- Aplicarea la scara nationald a tehnicii Xpert MTB/Rif in diagnosticul
tuberculozei a permis reducerea Intarzierii terapeutice de 6 ori la bolnavii
cu tuberculoza pulmonarda MDR.

- Utilizarea specimenelor de aspirat bronsic examinate prin teste
molecular-genetice (Xpert MTB/Rif) la bolnavii cu tuberculoza
pulmonara cu paucibacilaritate Tnaltd (microscopie si Xpert MTB/Rif
negative in probele de sputd liber expectoratd) permite confirmarea
microbiologica aditionald la o patrime dintre acesti bolnavi.
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- Bedaquilina utilizata in schemele de tratament la bolnavii cu tuberculoza
MDR, inclusiv la cei cu esec al tratamentelor anterioare, in conditiile
oferirii ingrijirilor medicale in mod programatic', asigura o rati inaltd de
vindecare si reducere a mortalitatii.

- Rezistenta fatd de izoniazidd la bolnavii cu tuberculozdi MDR in
Republica Moldova este in majoritatea covarsitoare a cazurilor
determinatd de mutatii in gena katG (asociate cu niveluri nalte ale
concentratiilor minime inhibitorii fatd de acest medicament), fapt care
exclude administrarea empiricd a dozelor mari de izoniazida (15-20
mg/kg) in schemele de tratament la acesti bolnavi.

- Pattern-ul restrictiv al functiei pulmonare la bolnavii cu tuberculoza
pulmonara, apreciat la initierea tratamentului antituberculos, este un
factor predictiv negativ, potential modificabil al rezultatelor tratamentului
la acesti bolnavi.

- Aprecierea rezultatelor tratamentului antituberculos dupa o perioada de
supraveghere post-terapie reprezintd o abordare mai rationald, din punct
de vedere clinic, de evaluare a tratamentului antituberculos, fezabild in
conditiile de ingrijire programaticé a bolnavilor de tuberculoza.

Semnificatia teoretica

Cercetarea ofera argumentarea teoreticd necesara luarii deciziilor
de optimizare a algoritmelor diagnostice curente de confirmare a infectiei
tuberculoase prin includerea potentiald in acestea a testelor serologice de
apreciere a INF-y si IL-2 secretate de limfocitele T, citirii automatizate a
frotiurilor de microscopie in coloratie fluorescenta si testdrii prin teste
molecular-genetice a specimenelor de aspirat bronsic la bolnavii cu sputa
paucibacilara. Argumentarea interventiilor mentionate poate fi efectuata din
perspectiva sensibilitatii, specificitatii, raportului de probabilitate pozitiva si
cel de probabilitate negativa demonstrate in prezenta lucrare. La fel, a fost

! mod programatic — model de oferire a asistentei medicale bolnavilor de tuberculoza in cadrul unui
Program national de raspuns (control) la tuberculoza, care de reguld presupune un management centralizat
al resurselor diagnostice si de tratament, acest model de regula este aplicat in tarile cu incidentd inaltd a
tuberculozei cu venituri medii si joase.
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argumentat impactul implementarii la nivel national a tehnicii Xpert
MTB/Rif prin aprecierea efectului global asupra reducerii intarzierii
terapeutice la bolnavii cu tuberculozi pulmonara MDR. In cardul evaluarii
interventiilor de eficientizare a tratamentului antituberculos a fost
argumentatd eficacitatea includerii in schemele de tratament in conditii
programatice la bolnavii cu tuberculozi MDR a bedaquilinei prin
demonstrarea unei rate de vindecarea mai mare i a mortalitatii mai reduse
la utilizarea acestui medicament precum si ineficacitatea includerii empirice
(fara aprecierea determinatei genetice) a izoniazidei in doze mari in schemele
de tratament la bolnavii cu tuberculoza MDR. In aceeasi ordine de idei, a fost
argumentatd rationalitatea si fezabilitatea supravegherii postterapeutice in
evaluarea rezultatelor tratamentului antituberculos.

Valoarea aplicativa

Aplicarea interventiilor evaluate in cadrul lucrarii permite
reducerea ntarzierii diagnostice la bolnavii cu tuberculoza pulmonara MDR,
cresterea semnificativd a confirmarii microbiologice a tuberculozei
pulmonare la bolnavii cu sputd paucibacilara, precum si optimizarea citirii
frotiurilor de microscopie in coloratie fluorescenta. Utilizarea solutiilor
terapeutice evaluate contribuie la cresterea vindecarii si reducerea ratei de
mortalitate la bolnavii cu tuberculoza MDR, precum si evitarea tratamentelor
neargumentate cu doze mari de izoniazida cu potential efect hepatotoxic la
acesti bolnavi. Utilizarea aprecierii eficacitatii tratamentului dupa
supravegherea post-tratament ofera o evaluara mai obiectiva din punct de
vedere clinic al eficacitétii terapeutice.

Implementarea rezultatelor

Rezultatele tezei au fost implementate in sectiile Institutului de
ftiziopneumologie ~’Chiril Draganiuc”, respectiv fiind obtinute trei acte de
implementare 1n procesul stiintifico-practic si 3 certificate de inovator.

Rezultatele tezei au fost reflectare in 51 de publicatii stiintifice
inclusiv 1- monografie in monoautor editata in tard, 1 - capitol in monografie
internationald, 1 - contributie in carte de specialitate, 21 - de articole in
reviste indexate 1In baza de date Web of Science, 1 - articol in baze de date
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acceptate de catre ANACEC, 5 - articole 1n reviste din registrul national al
revistelor de profil, 14 - teze, 7 - editoriale si comentarii. La fel, rezultatele
tezei au fost prezentate la 19 foruri si evenimente stiintifice.

CONTINUTUL TEZEI

1. DIAGNOSTICUL SI TRATAMENTUL TUBERCULOZEI LA
ETAPAACTUALA

Capitolul rezumd datele literaturii privitor la diagnosticul si
tratamentul tuberculozei. Acestea sunt precedate de descrierea evolutiei
indicatorilor epidemiologici ai tuberculozei la nivel local si international, cu
evidentierea provocarilor majore ce Tmpiedica eliminarea tuberculozei la
etapa actuald. La compartimentul optiunilor diagnostice in special sunt
descrise §i caracterizate varietatea metodelor molecular-genetice de
confirmare a infectiei cu M. tuberculosis, de rand cu testele clasice precum
microscopia si cultura. In mod comparativ sunt analizate acuratetea
diagnosticd a acestor teste precum si avantajele aplicarii lor in practica
clinica. Sunt revizuite ultimele date privitor la regimurile de tratament si
medicamentele noi introduse in practica clinicd pe parcursul ultimului
deceniu, ultima parte a capitolului fiind dedicatd dezavantajelor actualelor
abordari in evaluarea rezultatelor tratamentului antituberculos si
potentialelor oportunitati de ameliorare a acestora.

2. RASPUNSUL CITOKINIC SPECIFIC iN DIFERENTIEREA

STATUTELOR CLINICE ALE INFECTIEI CU M. TUBERCULOSIS

Capitolul descrie rezultatele determinarii acuratetei diagnostice a
aprecierii profilului secretor IL-2/INF-y al limfocitelor T din sangele
periferic apreciat prin platforma Fluorospot in diferentierea ITBL de
tuberculoza activa (confirmata prin culturd sau test molecular-genetic) si
tuberculoza vindecata, in calitate de grup de control fiind utilizati persoanele
sinitoase la care a fost exclusa ITBL (rezultat IGRA-Elispot negativ). In
acest scop au fost inrolati 73 de persoane dintre care 4 bolnavi, initial
diagnosticati cu tuberculozi, au fost exclusi datorita stabilirii ulterioare a
unui diagnostic alternativ. Dintre cele 69 de persoane incluse in analiza finala
25 au corespuns criteriilor de includere in cohorta ITBL, 18 - cohorta
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bolnavilor cu tuberculoza activa, 10 - cohorta cu tuberculoza vindecata, 16 -
cohorta persoanelor sanatoase.
Aprecierea prin FluoroSpot a raspunsului IL-2 si INF-y indus de ESAT-6

Determinarea prin sistemul FluoroSpot a citokinelor induse prin
stimularea cu ESAT-6 a evidentiat un numar mai mare de CMSP secretoare
de IL-2 la bolnavii de tuberculoza si persoanele cu ITBL de cét cel la
persoanele sdndtoase, respectiv mediana 9,5 celule formatoare de puncte
(CFP)/200.000 celule mononucleare din sangele periferic (CMSP) versus 2
CFP/200.000 CMSP, p=0,001 si 4 CFP/200.000 CMSP versus 2
CFP/200.000 CMSP, p=0,02.

Numarul CMSP secretoare de INF-y a fost semnificativ diferit la
bolnavii de tuberculoza si la persoanele cu ITBL comparativ cu sandtosii,
respectiv mediana 18,5 CFP/ 200.000 CMSP versus 1 CFP/ 200.000 CMSP,
p<0,0001 si 6 CFP/200.000 CMSP versus 1 CFP/ 200.000 CMSP, p=0,0003.

Unicul subset de CMSP pentru care au fost evidentiate diferente
semnificative dintre bolnavii de tuberculoza si persoanele cu ITBL la
stimularea cu ESAT-6 au fost cele cu profil secretor de tip IL-2" IFN-y",
mediana 13 CFP/ 200.000 CMSP versus 5 CFP/ 200.000 CMSP, p=0,0136,
(Figura 2.1 B). La fel, numarul CMSP IL-2"IFN-y" este mai mare la bolnavii
de tuberculoza comparativ cu cel la persoanele cu anamnestic de tuberculoza
vindecatd, dar fara semnificatie statistica, mediana 13 CFP/ 200.000 CMSP
versus 6 CFP/ 200.000 CMSP, p=0,095.

In cazul CMSP secretorii de ambele citokine IL-2 TFN-y" diferente
semnificative au fost evidentiate doar intre persoanele cu anamneza de
tuberculoza vindecata si cele sanitoase (mediana 2,5 CFP/200.000 CMSP
versus 0 CFP/200.000 CMSP, p=0,007, Figura 2.1 C).

In contextul diferentelor in profilul de secretie a IL-2 si IFN-y intre
grupurile analizate, trebuie mentionat faptul ca suprapunerile observate in
expresia tuturor celor 5 pattern-uri citokinice in cohortele analizate, nu ar
permite diferentierea statului clinico-imunologic al infectiei tuberculoase in
cazul pacientului individual in practica clinica.

Compararea ratei fiecarui tip de CMSP cu un anumit profil de
secretie al citokinelor analizate (IL-2" IFN-y", IL-2" IFN-y" si IL-2" IFN-y")
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nu a evidentiat diferente semnificative intre bolnavii de tuberculozid si
persoanele cu ITBL sau cele cu anamneza de tuberculoza vindecata.

Aprecierea prin FluoroSpot a raspunsului IL-2 si INF-y indus de CFP-10

In cazul aprecierii raspunsului citokinic indus de stimularea cu
CFP-10 s-au observat diferente semnificative in numarul de CMSP cu profil
secretor IL-2" IFN-y" intre persoanele cu anamneza de tuberculoza vindecata
in comparatie cu cel la bolnavii de tuberculozd, (mediana 3 CFP/200.000
CMSP versus 15,5 CFP/200.000 CMSP, p=0,007) si cel la persoanele
sdnatoase (mediana 3 CFP/ 200.000 CMSP versus 0 CFP/ 200.000 CMSP,
p=0,01, Figura 2.1 B).

Numarul total de celule secretorii de INF-y" precum si a celor IL-
2"IFN-y"si IL-2" IFN-y" la persoanele cu ITBL sau cele sdnatoase a fost mai
mic decat la bolnavii de tuberculoza.

La fel, numarul total de CMSP secretoare de IL-2, de rand cu cel
al celor cu profil citokinic IL-2" IFN-y la persoanele sanitoase a fost mai
mic comparativ cu cel la bolnavii de tuberculoza.

Compararea ratelor CMSP cu diverse profiluri citokinice aratd o
dominare a CMSP IL-2" IFN-y" in tuberculoza activa, versus o distributie
aproximativ egald a IL-2" IFN-y, IL-2" IFN-y" si IL-2" IFN-y" la persoanele
cu anamnezd de tuberculozd, si rata crescuti a CMSP IL-2'TFN-y la
persoanele cu ITBL.

Acuratetea diagnostica totala a testelor IGRA-EliSpot si FluoroSpot

Compararea curbelor ROC ale testelor IGRA-EliSpot si
FluoroSpot au evidentiat ca raspunsul total INF-y" discrimineaza cel mai
efectiv dintre staturile clinice ale infectiei cu M. tuberculosis - 1TBL,
tuberculozd activa, tuberculoza vindecata si sandtosi (Figura 2.2). Rezultate
similare au fost observate pentru FluoroSpot la o valoare prag mai mare de
5 CFP/ 200.000 CMSP secretoare de INF-y" la stimularea cu ESAT-6 (AUC
0,751, 95%I1 0,632-0,847, sensibilitatea 59%, specificitatea 89%) si la
valoarea prag de peste 6 SFC/ 200.000 PBMC cu profil citokinic IL-2TFN-
v" la stimularea cu ESAT-6 (AUC 0,77, 95%I1 0,653-0,862, sensibilitatea
72%, specificitatea 76%). La o valoare mai mare de 12 CFP/200.000, care
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Figura 2.1 Rezultatul testrii prin Fluorospot in grupurile
analizate obtinute la stimularea cu ESAT-6 si CFP-10 (este
prezentat numarul de celule mononucleare din singele
periferic (CMSP) secretoare de IL-2"INF-y(A), IL-2'INF-
v'(B), IL-2'INF-y* (C), exprimate prin numirul celulelor
formatoare de puncte (CFP) a fiecirui participant in studiu
din grupurile analizate si mediana numérului CFP per grup
(linia orizontala). Valorile p> 0,05 nu sunt indicate. ITBL -
infectia tuberculoasa latenta).



se prezintd drept optima pentru CMSP secretoare de IL-2" indusa de CFP-
10, sensibilitatea si specificitatea au constituit 82% si 67% (AUC 0,724,
95%I1 0,603-0,825).

Astfel, nici aprecierea numarului celulelor secretoare IL-2" si nici
a celor secretoare de INF-y” nu permite diferentierea cu o acuratete suficienta
dintre bolnavii de tuberculozd activa, persoanele cu ITBL, cele cu
anamnestic de tuberculoza vindecata si persoanele sandtoase.

100 =
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Figura 2.2 Analiza ROC a performantelor diagnostice ale aprecierii
fenotipului secretor IL-2 INF-y al limfocitelor T din singele periferic in
diferentierea bolnavilor cu tuberculoza activa de cei cu infectie tuberculoasa
latenta si cei cu tuberculoza vindecata.

3. OPTIMIZAREA DIAGNOSTICULUI MICROSCOPIC AL
INFECTIEI TUBERCULOASE

In capitol sunt prezentate rezultatele studiului de apreciere a
acuratetei diagnostice de identificare a bacililor M. tuberculosis prin citirea
automatizata a frotiurilor microscopice in coloratie fluorescenta cu ajutorul
platformei Fluorobot efectuate in scop de diagnostic al tuberculozei
pulmonare. Citirea automatizatd a microscopiei a fost comparatd cu cea
manuala efectuatd catre personalul de laborator, ca metoda de referinta fiind
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considerata cultura la M. tuberculosis. Acuratetea diagnostica a fost apreciata
prin determinarea sensibilitatii, specificitatii, valorii predictive negative
(VPN), valorii predictive pozitive (VPP), raportului de probabilitatea a
testului pozitiv (LR+) si raportului de probabilitate a testului negativ (LR-).
Pentru cuantificarea acuratetei generale a fost efectuata analiza ROC.

In cadrul studiului au fost colectate 588 specimene biologice de la
nivelul cailor respiratorii inferioare. Dintre acestea 136 au fost specimene
altele decat sputa, motiv din care nu au fost incluse in studiu, iar in cazul la
altele 30 au fost obtinute culturi contaminate fapt care a determinat
excluderea si acestora. Astfel, in analiza finala au fost incluse 422 de probe
de sputd. Cultura la M. tuberculosis a fost pozitiva in 80 (18,9%) dintre
probele analizate.

La examinarea microscopicd manuald au fost gradate ca pozitive
56 dintre 80 de probe cu culturd pozitivd, ceea ce corespunde unei
sensibilitati de 70,0% (95%I1, 58,7% - 79,7%). In cazul probelor de sputi cu
cultura negativa 335 din 342 de probe au fost apreciate cu rezultat negativ al
microscopiei, ceea ce corespunde unei specificitati de 97,9% (95%li,
95,8% - 99,2%).

Fluorobotul a apreciat ca pozitive rezultatele microscopiei a 56
de 70,0% (95%Ii, 58,7% - 79,7%). Dintre 342 de probe cu culturad negativa
rezultat microscopic negativ, la examinarea prin Fluorobot, a fost inregistrat
in cazul a 280 de probe, ceea ce corespunde unei specificitati de 81,8%,
(95%I1, 77,4% - 85,8%).

Raportul de probabilitate pentru un test pozitivsi raportul de
probabilitate pentru un test negativ in cazul citirii manuale a constituit
respectiv, 34,2 (95%I1, 16,2-72,2) si 0,4 (95%I1 0,2-0,4), iar valorile acestor
indicatori pentru examinarea prin Flurorobot - 3,9 (3,0-5,0) si 0,4 (0,3-0,5),
respectiv. Astfel, un rezultat pozitiv prin Fluorobot are o probabilitate de 8,5
ori mai micd de a confirma diagnosticul de tuberculoza decat in cazul
examindrii manuale a frotiurilor de sputa in coloratie fluorescenta.

In contextul demonstrarii specificitatii mai reduse la examinarea
prin Fluorobot a fost comparata gradarea fiecdrui frotiu prin ambele metode
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Figura 3.3 Acuratetea diagnostica a examinarii prin Fluorobot a frotiurilor de
sputa in coloratie fluorescentd cu auramind comparativ cu examinarea
manuala de catre specialistii de laborator, cultura pe medii de cultura solida
considerari metoda de referinti, linia oranj - examinarea manuala, linia
verde - examinarea prin Fluorobot complementati cu examinarea manuala a
frotiurilor incerte, linia albastra examinare doar prin Fluorobot.

si au fost identificate 66 de frotiuri apreciate ca +/- de citre Fluorobot, dar
negative la citirea manuald. Astfel, pentru a reduce rata rezultatelor fals
pozitive si a creste specificitatea examindrii prin Fluorobot a fost evaluata
reexaminare unor frotiuri prin examinare manuald. Pentru a determina
numarul minim de frotiuri reevaluarea carora ar putea determina o crestere
optimald a specificitatii examindarii prin Fluorobot, au fost examinate cateva
optiuni in dependenta de numarul de bacili identificati in frotiu. Un rezultat
acceptabil, din perspectiva numarului de frotiuri reexaminate versus valoarea
adaugata la specificitate a fost obtinut in cazul reexaminarii frotiurilor cu 2-
4 bacili in campul vizual de interes. Acest subgrup a constituit 63 (14,9%) de
frotiuri din totalul frotiurilor analizate, reexaminarea carora a determinat ca
rezultatul microscopiei sé fie pozitiv in 51/80 dintre probele de sputa cu
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cultura pozitiva (sensibilitatea 63,8%, 95%I1, 52,2 — 74,2), iar rezultatul
negativ al microscopiei a fost determinat in 329 dintre 342 de probe de sputa
cu culturd negativa (specificitatea 96,2%, 95%Ii, 93,6 — 98,0). Respectiv
valorile corespunzitoarea ale LR+ si LR- au constituit respectiv, 16,8 (9,6-
29,3) si 0,38 (0,28-0,50). O acuratete diagnosticd si mai Tnaltd poate fi
obtinutd prin reexaminarea unui numar mai mare de frotiuri.

Valoarea AUC pentru examinarea prin Fluorobot a constituit 0,80
(95 %I1 0,76 - 0,84), pentru examinarea prin Fluorobot si reexaminarea a unui
set complementar de frotiuri (cu 2 - 4 bacili) - 0,81 (95%I1, 0,77-0,85), iar
pentru examinarea manuald - 0,84 (95%I1 0,81 - 0,88) (Figura 3.1).
Diferentele dintre valorile AUC inregistrate sunt minimale si statistic
nesemnificative, respectiv AUCmanuaiz versus AUCkorobot= 0,044, p=0,07, iar
AUCmany ata versus AUCkFiuorobot partial reexaminat = 0,036, p = 0,006.

4. TEHNICI DE DIAGNOSTIC MOLECULAR-GENETIC SI
SPECIMENE ALTERNATIVE

4.1 Impactul implementarii testarii prin Xpert MTB/Rif
asupra intarzierii terapeutice la bolnavii cu tuberculozi MDR

In capitol sun descrise rezultatele analizei de pre-/post
implementare (2011-2015) a impactului aplicarii la nivel national a testului
Xpert MTB/Rif (Xpert) in Republica Moldova. Studiul a fost realizat pe un
esantion integral constituit din cohorta nationald de bolnavi care au initiat
tratament pentru tuberculoza MDR in Republica Moldova in perioada de
referinta, 1n care a fost analizatd dinamica timpul de initiere a tratamentului
MDR (intarzierea terapeutica) si corelarea lui cu numdrul testarilor prin
Xpert MTB/Rif. Datele primare au fost colectate din SIME-TB (Sistemul
national electronic de monitorizare si evaluare a tuberculozei) si registrele
laboratorului national in microbiologia tuberculozei (LNR).

In perioada 2011-2015 au fost efectuate 74474 de teste Xpert
MTB/RIF, respectiv: anul 2012 - 8273 teste, anul 2013 - 16461, anul 2014 -
23320, anul 2015 - 262420 teste. Numarul testelor efectuate per unitate de
timp a fost in continud crestere atat datoritd punerii in functiune a noi masini
Xpert cat si gratie cresterii numarului de teste efectuate per fiecare unitate de
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Figura 4.1 Dinamica timpului de intirziere terapeutica la bolnavii cu
tuberculoza MDR in Republica Moldova in raport cu implementarea testarii
la nivel national prin Xpert MTB/RIF A) dinamica anuali, B) dinamica
lunari, C) analiza corelationald dintre timpul de intirziere terapeutica si
numarul de teste Xpert MTB/RIif efectuate.
diagnostic. Trebuie remarcat diminuarea in timp a numarului de teste
invalide. La fel, numarul testelor efectuate per caz diagnosticat de MDR a
crescut progresiv de la 15,1 teste/caz TB MDR (confirmate prin Xpert
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MTB/Rif) in 2012 pana la 27,3 teste/caz TB MDR (confirmate prin Xpert
MTB/Rif) in 2015 (p=0,0001).

In perioada examinati in SIME TB au fost inregistrate 5507 cazuri
de tuberculozd MDR. In analiza efectuati nu au fost incluse cazurile cu date
incomplete privitor la data stabilirii diagnosticului de tuberculoza sau data
initierii tratamentului pentru tuberculoza MDR. Astfel, pentru calculul final
au fost considerate 4353 de cazuri, respectiv 730 din 1111 cazuri de pacienti
cu tuberculoza MDR diagnosticati in anul 2011, 813 dinl1121 - in anul 2012,
920 din 1162 - in anul 2013, 906 din 1047 - in anul 2014, 984 din 1066 - in
anul 2015. Compararea timpului de intarziere terapeutici in perioada
evaluata a evidentiat o reducere progresivi a acestuia o datd cu
implementarea tehnicii Xpert MTB/Rif (Figura 4.1 A, B). Astfel, in 2011
mediana timpului de intarziere terapeutica a constituit 46,5 zile (intervalul
intre cuartile (IIQ) 14-89,25), 2012 -36 zile (IIQ 11-75), 2013- 24 zile (IIQ
7-63), 2014 - 10 (1IQ 3-42), 2015 - 8 zile (IIQ 2-28). La fel, corelarea dintre
numarul de teste Xpert MTB/Rif efectuate si timpul de intarziere terapeutica
a demonstrat o asocierea puternica inversi dintre acestea (r = -0,88 95%l1 -
0,95 --0,73; r* = 0,79, p < 0,0001; Figura 4.1 C).

4.2 Rolul examinirii specimenelor bronhoscopice pentru
confirmarea microbiologica a tuberculozei.

Sunt prezentate rezultatele aprecierii acuratetei diagnostice a
testului Xpert MTB/Rif la testarea specimenelor de aspirat bronsic la
bolnavii cu sputd paucibacilard (microscopia la BAAR si Xpert MTB/Rif
negative), la fel, fiind apreciatd valoarea addugata a examinarii specimenelor
de aspirat bronsic pentru confirmarea microbiologicd a tuberculozei
pulmonare. Acuratetea diagnostici a fost apreciatd din perspectiva
sensibilitatii, specificitatii, VPP, VPN, LR+, LR-, ca standard de referinta
fiind considerat cultura la M. tuberculosis.

In perioada de studiu au fost identificate 705 de pacienti cu probe
pereche (sputi si aspirat bronsic) examinate in cadrul Laboratorului national
de referintd in micobacteriologie (LNR) provenite din sectiile clinice ale
Institutului de Ftiziopneumologie ”Chiril Draganiuc”.
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La bolnavii analizati rezultatul pozitiv al culturii a fost inregistrat
in 5,5% (39/705) cazuri, inclusiv in 23 cazuri cultura a fost pozitiva doar din
aspiratul bronsic, 9 cazuri - din aspiratul bronsic si sputa si in alte 3 cazuri
doar din specimenele de sputd. Examenul prin microscopie la BAAR a fost
pozitiv in aspiratul brongic in 13 (1,8%) dintre cazurile analizate, iar
examenul prin Xpert MTB/RIif (la fel din aspiratul bronsic) - 30 (4,2%)
cazuri. Considerdnd cultura ca standard de referintd au fost obtinute
urméatoarele valori ale sensibilitatii si specificitatii in aspiratul bronsic pentru
Xpert MTB/RIf: 46,1% (95%I1 31,6% - 61,4%) si 98,2% (95%I1 96,9% -
99,0%) precum si pentru microscopia la BAAR 20,5% (95%I1 10,8% - 3,5%)
si99,2% (95%I1 98,5% - 99,7%). La fel, rapoartele de probabilitate pentru
un test pozitiv si respectiv negativ au constituit pentru Xpert MTB/Rif 14,8
(95%I1 8,6 - 25,5) 51 0,56 (95%I1 0,42 - 0,74), iar pentru microscopia BAAR
27,3 (95%I1 9,4-79,6) si 0,8 (95%I1 0,68 - 0,94), respectiv.

Valoarea adaugata a examinarii aspiratului  bronsic in
diagnosticul tuberculozei pulmonare

Diagnosticul de tuberculoza a fost stabilit la 91 dintre pacientii
inclusi In studiu, ulterior la 11 dintre acestia tuberculoza a fost infirmata
(dupa initierea tratamentului). Astfel, la bolnavii cu diagnostic definitiv de
tuberculozd (n=80), cultura a fost pozitivd in 30 dintre cazuri, inclusiv 3
(3,7%) cazuri doar din sputd, 8 (10%) - din sputd si aspirat bronsic, 19
(23,7%) - doar din aspiratul bronsic (Figura 4.2). La fel, Xpert MTB/RIif a
fost pozitiv in 19/80 cazuri (23,7%), iar microscopia in 8 cazuri (toate Xpert
MTB/RIf pozitive). Astfel, examinarea specimenelor de aspirat bronsic a
permis confirmarea microbiologicé suplimentara la o patrime dintre bolnavii
cu tuberculoza pulmonara cu paucibacilaritate avansata (microscopia BAAR
si Xpert MTB/Rif negative) a probelor de sputé liber expectorate.
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91 pacienti diagnosticati cu TB pulmonara
BAAR negativ, Xpert MTB/Rif negativ

11 pacienti diagnosticul
de tuberculoza infirmat
dupa initierea
tratamentului

80 pacienti cu TB pulmonara

BAAR negativ, Xpert MTB/Rif negativ

30 (30%) bolnavi

cultura pozitiva 19 (23,8%) bolnavi

Xpert MTB/Rif

- %) 1 3
3 (3,7%) in sputa pozitiv

- 8 (10,0%) sputa/aspirat
- 19 (23,8%) in aspirat

8 (10,0%) bolnavi
microscopia la
BAAR pozitiva

Figura 4.2 Rata confirmérii microbiologice a tuberculozei pulmonare prin
evaluarea aspiratul bronsic la bolnavii cu microscopie si Xpert MTB/Rif

negative in sputa.

5. INTERVENTII DE EFICIENTIZARE A TRATAMENTULUI

TUBERCULOZEI

5.1 Impactul asupra rezultatelor tratamentului a includerii
bedaquilinei in schemele terapeutice la bolnavii cu tuberculoza MDR

Sunt descrise rezultatele studiului retrospectiv de tip caz-control de
apreciere a rezultatelor tratamentului la bolnavii cu tuberculoza MDR,

schema de tratament a carora a inclus bedaquilina (cohorta bedaquilind)
versus cei fard de bedaquilind (cohorta non-bedaquilind), care au initiat
tratamentul in Republica Moldova in perioada 2016-2018. Potrivirea
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cohortelor dupa parametrii clinico-demografici si de tratament a fost
efectuata in baza scorului de propensiune. Cohortele au fost comparate dupa
timpul si rata de conversie a culturii si rezultatele finale ale tratamentului la
incheierea acestuia (conform OMS) si peste un an postterapie (dupa
TBNET).

In perioada de referinta au fost identificati 2069 de bolnavi cu
tuberculozd MDR. Dintre acestia 115 au fost repartizati in cohorta
bedaquilind si 1954 in cohorta non-bedaquilind. Dupa potrivirea In baza
scorului de propensiune in fiecare dintre cohorte au fost inclusi cite 114
bolnavi. In rezultatul potrivirii intre cohortele analizate nu existau diferente
semnificative In ceea ce priveste varsta, genul, mediul de trai, microscopia
BAAR porzitivd la initierea tratamentului, prezenta leziunilor cavitare,
rezistenta la fluorochinolone, anamneza de tuberculoza si medicamentele
administrate cu exceptia bedaquilinei.

Rata de conversie a sputei la 6 luni de la initierea tratamentului
MDR in cohorta bedaquilind a fost semnificativ mai mare comparativ cu
cohorta non-bedaquilina (66,7% versus 40,3%, p < 0,001, Figura 5.1 A). La
fel, conversia sputei in cohorta bedaquilind a fost atinsd semnificativ mai
rapid comparativ cu cohorta non-bedaquilind (pana la o luna [0-1] versus 1
[0-3] luna, p < 0,001, Figura 5.1 B).

La aprecierea rezultatelor tratamentului in baza criteriilor OMS in
cohorta bedaquilina a fost gasita o ratd mai mare a tratamentului de succes si
o ratd mai redusd a mortalitatii comparativ cu cohorta non-bedaquilina
(55,3% versus 24,6%, p < 0,001 si respectiv 8,8% versus 20,2%, p < 0,001,
Figura 5.1 C).

Aprecierea rezultatelor finale ale tratamentului in cohortele
studiate n baza criteriilor TBNET a fost posibila in 92/114 (80,7%) dintre
bolnavi in cohorta bedaquilina si 107/114 (88,6%) bolnavi in cohorta non-
bedaquilina. Astfel, bolnavii din cohorta bedaquiling, la fel, au avut o rata
mai mare de vindecare si ratd mai mica de deces, respectiv 43,5% versus
19,6% (p=0,004) si 10,9% versus 25,2% (p=0,01, Figura 5.1 D).
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Figura 5.1 Rezultatele tratamentului la bolnavii cu tuberculozi MDR cu si fira bedaquilini in schema de tratament

24



5.2 Utilizarea izoniazidei in tratamentul bolnavilor cu
tuberculoza multidrog rezistenta

A fost efectuatd o analiza descriptiva a frecventei mutatiilor
asociate cu rezistenta la izoniazida, care au fost determinate cu ajutorul unei
variante comerciale ale testelor de hibridizarea a produselor de amplificare a
acizilor nucleici (Line Probe Assay - LPA, Genotype MTBDR plus ver.1),
precum si prin secventierea de noud generatie (Next Generation Sequencing
-NGS).

Rezultatele aprecierii prin PCR cu hibridizare liniara

In cadrul studiului au fost analizate rezultatele 3625 rezultate
singulare (un pacient un rezultat) pozitive a testelor LPA. In cazul a 2012
tulpini analizate au fost identificate mutatii asociate cu rezistentd atat fata de
izoniazida cat si rifampicind (tulpini MDR). In 1980/2012 (98,4%) dintre
tulpini a fost prezentd mutatia In gena katG in pozitia 315, asociata cu un
nivel Tnalt de rezistentd fatd de izoniazidd. Doar in 17/2012 (0,8%) dintre
tulpinile analizate mutatiile rezistente au fost localizate in promotorul genei
inhA (fara mutatie concomitentd in katG). In 15/2012 (0,7%) dintre tulpini
localizarea mutatiei nu a putut fi stabilita prin intermediul LPA (Tabelul 5.1).

Tabelul 5.1 Rezistenta genotipica fata de izoniazida a tulpinilor M.
tuberculosis cu pattern MDR in Republica Moldova apreciata prin PCR prin
hibridizare liniara

Rezultatele LPA n % 95%I1i

Rezistenta la izoniazida in tulpinile MDR (n=2012)

katG315T fard mutatii cunoscute in inhA 766 38,1 | 35,9-40,2

inhA8C sau 8A sau 15T sau 16G fara mutatii
cunoscute in katG

katG315T+ inhA8C sau 8A sau 15T sau 16G 1214 | 60,3 | 58,2-62.4

17 0,8 0,5-1,3

MDR fara mutatii cunoscute in katG sau inhA 15 0,7 0,4-1,2
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Rezultatele aprecierii prin secventiere de noua generatie a
genomului micobacterian

La examinarea prin secventiere spectrul mutatiilor asociate cu
rezistenta la izoniazida, la fel, in majoritatea covarsitoare a cazurilor (99,7%)
a fost determinata de mutatii in gena katG (izolat sau in asociere cu mutatii
in inhA), rezistenta fatd de izoniazida determinata exclusiv de mutatii in gena
inhA a fost prezenta doar la o tulpind dintre cele analizate (Tabelul 5.2.). De
mentionat cd in acest caz mutatia clasicd din promotorul genei inhA (15C-T)
a fost insotita si de mutatia in regiunea codificatoare a genei inhA (1194T).

Tabelul 5.2 Rezistenta genotipica fata de izoniazida a tulpinilor M.

tuberculosis cu pattern MDR in Republica Moldova apreciata prin
secventierea de noua generatie

Rezultatele secventierii n % 95%I1i

Rezistenta la izoniazida in tulpinile MDR (n=288)

katG315T fard mutatii cunoscute in inhA 122 | 42,4 | 36,7-48,1

inhA8C sau 8A sau 15T sau 16G fara mutatii
cunoscute in katG

katG315T+ inhA 15T sau 17T 165 | 57,3 | 51,5-62,8

1 0,3 0,01-1,9

6. REZULTATELE TRATAMENTULUI ANTITUBERCULOS -
FACTORI DE PROGNOSTIC SI OPTIUNI DE EVALUARE

6.1 Impactul functiei pulmonare asupra rezultatelor
tratamentului la bolnavii cu tuberculoza

Capitolul descrie analiza comparativa a rezultatelor tratamentului
la pacientii cu tuberculozd cu functie pulmonard normald versus cei cu
functia pulmonara alterata (stratificata in trei pattern-uri, obstructiv, restrictiv
si mixt) apreciatd la momentul stabilirii diagnosticului (initierii terapiei).
Cohorta de studiu a fost colectatd in baza Dispensarului antituberculos nr. 1
din orasul Harkiv, fiind inrolati toti bolnavii cu tuberculoza pulmonara cu
confirmare prin culturd. Asocierea independenta dintre disfunctia pulmonara
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si rezultatele tratamentului antituberculos au fost evaluate in cadrul unui
model de regresie logistica multipla.

In anul de referinta pentru prezentul studiu (2016) in Dispensarul
antituberculos nr.1 din Harkiv au fost internati 516 pacienti cu tuberculoza
pulmonara. La 18,9% (106/561) dintre acestia diagnosticul nu a fost
confirmat prin cultura, motiv pentru care nu au fost inclusi in analiza finala.
La fel, 62 de bolnavi au fost exclusi din studiu pe motivul lipsei rezultatelor
spirografiei, iar altii 115 datoritd lipsei informatiei privitor la conversia
sputei la termenul de 6 luni. Astfel, In analiza finala au fost inclusi 278 de
bolnavi.

Rata tratamentului de succes a fost mai inalta la bolnavii cu
spirometrie normala decat la cei cu disfunctie de tip restrictiv (87,8% versus
68,8%, p = 0,003) sau mixt (87,8% versus 62,5%, p = 0,04). In acelasi timp,
rata tratamentului de succes la bolnavii cu spirografie normala nu a fost
semnificativ diferitd de cea la bolnavii cu modificari obstructive (87,8%
versus 83,3%, p = 0,07) (Figura 6.1). De remarcat numarul mic de bolnavi
cu disfunctie de tip obstructiv (n=12) identificati in cohorta de studiu. La fel,
nu au fost observate diferente statistic semnificative in rata tratamentului de
succes intre grupurile de bolnavi cu diferite tipuri de modificari ale functiei
pulmonare.

Rata cazurilor cu esec al tratamentului antituberculos la bolnavii cu
spirometrie normala a fost semnificativ mai joasa decat in oricare dintre cele
trei grupuri cu disfunctie pulmonara respectiv, pattern restrictiv - 5,4%
versus 17,0%, p = 0,01, pattern obstructiv - 5,4% versus 16,7%, p = 0,02, si
pattern mixt - 5,4% versus 31,3%, p=0,008.

Rata mortalitatii la pacientii cu spirometrie normala nu a fost
semnificativ diferitd de pacientii cu modificari restrictive (1,4% versus 8,5%,
p =10,07), de tip mixt (1,4% versus 6,3%, p=0,6) sau obstructiv (1,4% versus
0%, p = 0,07). La fel, nu au fost observate diferente statistic semnificative
intre grupurile de bolnavi cu diferite tipuri de disfunctie pulmonara (restrictiv
versus obstructiv, p = 0,6; mixt versus obstructiv, p = 0,04; restrictiv versus
mixt, p = 0,7).
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Figura 6.1 Rezultatul tratamentului in dependenti de pattern-ul functiei
pulmonare (valorile p ne indicate sunt mai mari de 0,05)

Rata rezultatului negativ ale tratamentului antituberculos (esec si
deces) a fost mai mare la bolnavii cu disfunctie pulmonara restrictivd sau
mixtd comparativ cu cei cu spirometrie normald (25,6% versus 6,8%, p =
0,0007 si respectiv 37,5% versus 6,8%, p = 0,003). in acelasi timp,
diferentele in ratele rezultatului negativ al tratamentului antituberculos la
bolnavii cu disfunctie obstructivd comparativ cu cei cu spirometrie normala
nu sunt nesemnificative (16,7% versus 6,8%, p =0,5) (Figura 6.1).

La stratificarea bolnavilor dupd gradul de severitate a declinului
CVF (considerata drept marker al severitatii restrictiei) bolnavii cu CVF intre
59% - 40% au avut o ratd mai micd a tratamentului de succes decét cei cu un
CVF intre 79% - 60% sau cei cu un CVF > 80%, respectiv, 41,2% versus
80,0%, p = 0,0001 si 41,2% versus 87,2%, p = 0,2 (Figura 6.2). Rata
rezultatelor negative ale tratamentului (esec si deces) a fost mai mica la
bolnavii cu CVF > 80% si la cei cu CVF intre 79% - 60% in comparatie cu
bolnavii cu CVF 59% - 40%, (respectiv, 8,1% versus 40,0%, p = 0,0003 si
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16,5% versus 40,0%, p= 0,008) si cei cu CVF <40% (respectiv, 8,1% versus
47,1%, p = 0,0001 si 16,5% versus 47,1%, p=0,0009) (Figura 6.2).
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Tratament de succes Esec sau deces

Figura 6.2 Rezultatele tratamentului stratificat dupa severitatea restrictiei
(valorile p, care nu sunt indicate, sunt mai mari de 0,05)

Asocierea dintre tipul disfunctiei pulmonare si rezultatele
tratamentului antituberculos

Pe langa diferentele in parametrii functiei pulmonare pacientii care
au inregistrat tratament de succes s-au diferentiat de cei cu rezultat negativ
al tratamentului si din perspectiva a astfel de variabile precum: varsta, IMC,
statutul pozitiv al microscopiei sputei, pattern-ul de multidrog rezistenta si
istoricul de tuberculoza. Pentru a testa asocierea independentd dintre acesti
factori si rezultatele tratamentului antituberculos a fost generat un model de
regresie logistica multipld, care a pus in evidenta asocierea dintre disfunctia
pulmonara de tip restrictiv (OR 4,19, 95%I1 1,60—13,28, p=0,007), si cea de
tip mixt (OR 5,46, 95%I1 1,28-24,44, p=0,02) cu rezultatul negativ al
tratamentului antituberculos (Figura 6.3). La fel, a fost confirmata asocierea
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rezultatului negativ al tratamentului cu astfel de factori precum paternul
MDR a tulpinii de M. tuberculosis (2,56, 95%I1 1,26-5,28, p=0,01) si
recidiva bolii (2,54, 95%I1 1,12-5,70, p=0,02).

Disfunctie ventilatorie de tip mixt

l

Disfunctie ventilatorie de tip restrictiv

Disfunctie ventilatorie de tip obstructiv —

Caz TB retratament dupa esec

Caz TB retratament dupa PDS 1

Caz TB recadere ——————
Tulpina M. tuberculosis MDR ——o
Microscopie BAAR pozitiva ———

Statut HIV pozitiv = +—e—
Indicele masei corporale -
Virsta >

Gen masculin e

0 10 20 30 40 50
OR (95%CI)

Figura 6.3 Asocierea dintre parametrii clinici si ai functiei pulmonare cu
rezultatul negativ al tratamentului la bolnavii cu tuberculoza pulmonara
(rezultatele analizei prin regresie logistica multipli).

6.2 Evaluarea rezultatelor tratamentului tuberculozei
multidrogrezistente

In acest compartiment al tezei au fost analizate doua cohorte de
bolnavi cu tuberculoza, prima cohorta integrald a pacientilor cu tuberculoza
MDR, care au initiat tratamentul antituberculos pe parcursul la doi ani
consecutivi (2013-2014) in cadrul Programului national de radspuns la
tuberculozd din Republica Moldova (identificati in baza registrului national
de notificare a cazurilor de tuberculozd SIME-TB) si cea de a doua
constituitd din toti bolnavii care au initiat tratamentul pentru tuberculoza
MDR 1n cadrul Dispensarului antituberculos din orasul Harkiv pe parcursul
anului 2014. In cohortele enumerate, retrospectiv, au fost descrise rezultatele
tratamentului aplicand doua seturi de definitii, cel utilizat in mod curent (in
corespundere cu recomandarile OMS) si cel care presupune supravegherea
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pot-terapeutica (definitii simplificate dupa TBNET), fiind evaluate
potentiale avantaje ale ultimei abordari la aplicarea in cadrul sistemelor de
ingrijiri medicale oferite bolnavilor de tuberculoza din Europa de Est.

Rezultatele tratamentului in cohorta din Republica Moldova

In perioada 2013-2014 in Republica Moldova au fost inregistrati
2012 bolnavi care au initiat tratamentul pentru tuberculoza MDR. Dintre
acestia 1n studiu au fost inclusi 1864 fiind excluse cazurile cu date lipsa
privind statutul sputoculturii la termenul de 6 luni de tratament (n=78),
cazurile pediatrice (n=19) si cele extrapulmonare (n=17).

Compararea rezultatelor tratamentului evaluate prin cele doua
seturi de definitii au pus in evidentd o ratd dubld a cazurilor de esec la
aplicarea supravegherii post-tratament in comparatie cu evaluarea la finele
tratamentului (evaluarea curentd) (respectiv 23,2% versus 11,7%). Aceasta
crestere are loc pe seama la 97 de cazuri care In evaluarea curenta au fost
considerate ca vindecate (11,8% dintre toate cazurile calificate ca vindecate
in evaluarea curentd) si 107 cazuri considerate initial ca pierdute din
supraveghere (19,5% dintre toate cazurile pierdute din supraveghere in baza
evaluarii curente). Recalificarea celor 97 de cazuri din vindecate in esec a
fost efectuata 1n baza lipsei conversiei sputoculturii la termenul de 6 luni de
la debutul terapiei (n=24, 2,9% dintre toate cazuri calificate initial ca
vindecate) sau reversiei la sputoculturd pozitivd dupa 6 luni de tratament
(n=73, 8,8% dintre toate cazurile vindecate la evaluarea curentd). Cazurile
de pierdere din supraveghere au fost recalificate in esecuri datorita, statutului
pozitiv al sputoculturii la termenul de 6 luni de la initierea tratamentului
(n=64, 18,6% dintre toate cazurile de pierdere din supraveghere conform
evaludrii curente) sau datoritd rezultatului pozitiv al sputoculturii la
reevaluarea pe parcursul primului an de la intreruperea tratamentului (n=43,
12,5% dintre toate cazurile pierdute din supraveghere la evaluarea curentd).

In cazul ratei de vindecare aceasta a fost similara la aplicarea celor
doua seturi de criterii de apreciere a rezultatelor tratamentului (43,9% versus
44,2%, Figura 6.4).

31



Definitiile OMS Definitiile

aplicate in cadrul simplificate
PNRT RM TBNET
Deces
Deces n=377
n=377
o
n=343 n=
Esec Esec
n=219 n=433
Tratament 5,4%
complet
n=101
Vindecat Vindecat
n=824 n=818

Figura 6.4 Rezultatele tratamentului tuberculozei MDR in cohorta din
Republica Moldova apreciate dupa definitiile OMS (aplicate in mode curent)
si definitiile simplificate TBNET (cu supraveghere post-terapie)

Rezultatele tratamentului in cohorta din Harikiv

Aceastd cohortd a inclus 169 de cazuri de tuberculoza. Majoritatea
bolnavilor inclusi in cohorta (n=104, 61,5%) erau cazuri noi de boala. Ca si
in cohorta moldoveneasca, aplicarea criteriilor de TBNET a dus la o
redistribuire importantd a pacientilor conform rezultatului tratamentului,
trendul acestor modificari fiind similar cu cel din cohorta moldoveneasca
(Figura 6.5).

32



Definitiile OMS Definitiile

aplicate in cadrul simplificate
PNRT Harkiv TBNET
Tratament
complet Nedeclarati
Vindecat
45,0% Vindecat
l Esec
PDS
Deces 15,4% 15,4%  Deces

Figura 6.5 Rezultatele tratamentului tuberculozei MDR in cohorta 2014 in
Dispensarul antitiberculos nr.1 din Harkiv, Ukraina apreciate dupa definitiile
OMS (aplicate in mod curent) si definitiile simplificate TBNET (cu
supraveghere post-terapie)

Astfel, 24/42 (57,1%) dintre pacientii apreciati ca pierduti din
supraveghere conform criteriilor curente de evaluare a tratamentului au fost
calificati ca vindecati la aplicarea criteriile de evaluare simplificatd dupa
TBNET. Dintre bolnavii pierduti din supraveghere 6 au fost recalificati ca
esec, 6 nedeclarati si 2 au rdmas in aceeasi categorie (pierduti din
supraveghere). La fel, toti bolnavii care au fost apreciati ca tratament incheiat
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conform criteriilor curente de evaluare, nu s-au calificat pentru criteriile de
vindecare conform definitiilor simplificate si au fost considerati nedeclarati.
In acelasi timp, 17 (26,1%) dintre cei 65 de pacienti calificati vindecati
conform criteriilor curente de evaluare au fost considerati ca si esecuri
conform criteriilor simplificate.

CONCLUZII GENERALE SI RECOMANDARI
Concluzii

1. Nivelul limfocitelor T cu profil citokinic IL-27TFN-y" este crescut la
bolnavii cu tuberculoza activd comparativ cu persoanele cu ITBL sau la
cele cu tuberculozd vindecatd, parametru care poate fi usor determinat
prin FluoroSpot, desi aplicarea in practica clinicd a acestui biomarker nu
ofera acuratetea necesara.

2. Citirea automatizatd a frotiurilor microscopice in coloratie fluorescenta cu
auramind cu ajutorul dispozitivului Fluorobot poseda sensibilitate si
specificitate comparabile cu cele obtinute la citirea manualad de catre un
microscopist experimentat si poate fi cu succes aplicatd pentru
optimizarea lucrului personalului de laborator, in special in laboratoarele
specializate cu volum mare a probelor analizate.

3. Implementarea Xpert MTB/RIf la nivel national in Republica Moldova a
contribuit la reducerea semnificativd a intarzierii terapeutice la bolnavii
adulti cu tuberculoza pulmonard multidrog rezistenta, aceasta devenind
de 6 ori mai micd comparativ cu perioada de pand la implementare.

4. Utilizarea specimenelor de aspirat bronsic la bolnavii cu tuberculoza
pulmonara cu sputa paucibacilarda (BAAR si Xpert MTB/Rif negativa)
permite aditional confirmarea microbiologicd a diagnosticului la o
patrime dintre acesti bolnavi.

5. Includerea bedaquilinei in schemele de tratament administrate in conditiile
managementului programatic al bolnavilor cu tuberculoza MDR, inclusiv
la cei cu esec al tratamentului precedent, se asociaza cu o ratd mai mare
si mai rapida de conversie a sputei, o ratd mai 1nalta a tratamentului de
succes si mortalitate mai redusa.
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6. Rezistenta la izoniazidd a tulpinilor multidrog rezistente de M.
tuberculosis circulante In Republica Moldova este determinatd de mutatii
in gena katG, izolat sau in combinatie cu mutatii in promotorul inhA,
asociate cu un nivel inalt de rezistenta fatd de acest medicament, fapt care
pericliteaza administrarea empiricd a izoniazidei in doze mari ca parte a
schemelor de tratament in tuberculoza multidrogrezistenta.

7. Disfunctia pulmonara de tip restrictiv stabilitd la momentul diagnosticului
bolii la pacientii adulti cu tuberculozd pulmonara este un factor de risc
independent asociat cu rezultatele negative (esec sau deces) ale
tratamentului antituberculos, cu un impact comparabil cu cel al rezistentei
multiple la medicamente.

8. Supravegherea postterapeutica, inclusiv in conditiile managementului
programatic al bolnavilor de tuberculoza mutlidrogrezistenta, permite o
evaluare mai obiectivdi din punct de vedere clinic a rezultatelor
tratamentului antituberculos.

Recomandari

1. Aprecierea limfocitelor T in sdngele periferic secretoare de IL-2TNF-y"
nu este recomandatd pentru utilizarea in practica clinica pentru
diagnosticul tuberculozei active sau diferentierea infectiei tuberculoase
latente de tuberculoza activa.

2. Pentru examinarea microscopica a frotiurilor de sputa, colectate in scop
diagnostic de la persoanele suspecte de tuberculoza pulmonari, in
laboratoarele cu volum sporit de probe examinate (laboratoarele de
referintd regionale sau cel national) este recomandata utilizarea citirii
automatizate a acestor frotiuri prin intermediul dispozitivilor robotizate
de tip Fluorobot.

3. La bolnavii suspecti de tuberculozd pulmonard cu sputd paucibacilara
(BAAR si Xpert MTB/Rif negativad) pentru confirmarea microbiologica
a tuberculozei pulmonare este recomandatd examinarea microbiologica
prin (Xpert MTB/Rif si culturd) a probelor de aspirat bronsic.

4. Pentru asigurarea initierii in timp util a tratamentului antituberculos la
bolnavii cu tuberculozd multidrogrezistentd, se recomanda asigurarea

durabild cu consumabile pentru testdrile moleculare-genetice de
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diagnosticare rapida a tuberculozei rezistente la rifampicina si celei
multidrogrezistente.

. Includerea in schemele individualizate de tratament a tuberculozei
multidrog rezistente a bedaquilinei, de rand cu asigurarea aderentei la
tratament a bolnavilor respectivi este recomandata la toti bolnavii fara
rezistentd demonstrata fatd de acest medicament.

. Testarea, prealabil includerii in schemele de tratament a izoniazidei in
doze mari, a mutatiilor genotipice asociate rezistentei fatd de acest
medicament, este recomandatd la toti bolnavii cu tuberculoza
multidrogrezistenta care potential urmeazd sa primeascd izoniazida in
doze terapeutice crescute.

. Aprecierea functiei pulmonare prin spirometrie la bolnavii cu tuberculoza
pulmonara, cu respectarea masurilor de control al infectiei, este
recomandata 1n scopul identificérii pacientilor cu risc sporit de esec al
tratamentului, care potential ar putea beneficia de interventii de reabilitare
respiratorie.

. Monitorizarea posterapeuticd pentru stabilirea rezultatelor finale ale
tratamentului este recomandata la bolnavii cu tuberculoza tratati in cadrul
programului national de raspuns la tuberculoza.
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ADNOTARE
Chesov Dumitru
”Optimizarea diagnosticului si eficientizarea tratamentului tuberculozei”
Teza de doctor habilitat in medicina, Chisinau, 2023

Structura tezei: introducere, sase capitole, concluzii, bibliografia din 307
surse, 29 de figuri, 17 de tabele, Rezultatele studiului au fost publicate in 51 de
lucrari stiintifice.

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

Domeniul de studiu: Medicina generald. Pneumoftiziologie.

Scopul cercetirii: Evaluarea interventiilor clinice si de laborator cu potential
de optimizare a diagnosticului si de eficientizare a tratamentului bolnavilor de
tuberculoza.

Obiectivele cercetirii: Aprecierea eficacitatii determindrii raspunsului
celular periferic specific prin interferon-y si interleukina-2 in diferentierea statutelor
clinice ale infectiei prin M. tuberculosis, Evaluarea acuratetei diagnostice a citirii
automatizate a frotiurilor de microscopie in coloratie fluorescenta prin platforma
Fluorobot in diagnosticul tuberculozei pulmonare la adulti; Determinarea impactului
implementarii tehnicii GeneXpert MTB/Rif asupra managementului terapeutic la
bolnavii cu tuberculozd pulmonara mutlidrog rezistentd in Republica Moldova;
Determinarea rolului evaluarii specimenelor de aspirat bronsic in diagnosticul
tuberculozei pulmonare la pacientii cu specimene paucibacilare ale sputei liber
expectorate; Aprecierea eficacitatii includerii bedaquilinei in schemele de tratament
al tuberculozei multidrog rezistente in conditiile managementului programatic al
bolnavilor de tuberculozd; Evaluarea rationalitatii includerii izoniazidei in doze mari
in schemele terapeutice utilizate la bolnavii cu tuberculoza multidrog rezistenta;
Aprecierea impactului functiei respiratorii la momentul diagnosticului asupra
rezultatelor tratamentului la bolnavii cu tuberculoza pulmonard; Evaluarea
optiunilor de apreciere a rezultatelor tratamentului la bolnavii de tuberculoza.

Noutatea si originalitatea stiintifica. Noutatea cercetarii este datd de
evaluarea eficacitatii aplicarii de noi biomarkeri (profilul citokinic IL-2/INF-y al
limfocitelor din sangele periferic), specimene alternative (aspirat bronsic) si solutii
tehnologice originale (FluoroSpot, Fluorobot, Xpert MTB/Rif) in scopul
diagnosticarii infectiei tuberculoase in practica clinica. La fel, noutatea studiului este
asigurata de aprecierea eficacitatii si/sau rationalitatii aplicérii in conditiile clinice
de rutind din cadrul sistemului de sa@ndtate din Republica Moldova a unor
medicamente noi precum bedaquilina sau dozelor mari de izoniazida, de rand cu
identificarea de noi factori predictivi ai eficacitatii tratamentului antituberculos si
aplicarii unor abordari mai obiective, din punct de vedere clinic, in aprecierea
rezultatelor tratamentului antituberculos.

Rezultatele noi pentru stiinta si practici: Fluorospot - ul reprezintd o
metoda alternativa pentru diagnosticul infectiei tuberculoase latente cu acuratete
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diagnostica similara cu cea a tehnicilor EliSpot-IGRA; Aplicarea tehnologiilor pe
baza de deep learning algorithm precum Fluorobotul permite citirea automatizata a
frotiurilor microscopice in coloratie fluorescenta cu o acuratetea comparabild cu cea
obtinutd la citirea manuald; Aplicarea la scara nationala a tehnicii Xpert MTB/Rif in
diagnosticul tuberculozei a permis reducerea intarzierii terapeutice de 6 ori la
bolnavii cu tuberculoza pulmonard MDR; Utilizarea specimenelor de aspirat bronsic
testate prin teste molecular-genetice (Xpert MTB/Rif) la bolnavii cu tuberculoza
pulmonara cu paucibacilaritate inaltd (microscopie si Xpert MTB/Rif negative in
probele de sputd liber expectoratd) permite confirmarea microbiologica aditionala la
o patrime dintre acesti bolnavi.; Bedaquilina utilizata in schemele de tratament la
bolnavii cu tuberculozd MDR, inclusiv la cei cu esec a tratamentelor anterioare, In
conditiile oferirii ingrijirilor medicale In mod programatic asigurd o ratd inaltd de
vindecare si reducerea mortalitatii; Rezistenta fatd de izoniazida la bolnavii cu
tuberculoza MDR in Republica Moldova este in majoritatea covarsitoare a cazurilor
determinata de mutatii In gena katG (asociate cu niveluri inalte ale concentratiilor
minime inhibitorii fatd de acest medicament), fapt care exclude administrarea
empiricd a dozelor mari de izoniazida (15-20 mg/kg) in schemele de tratament la
acesti bolnavi; Pattern-ul restrictiv al functiei pulmonare la bolnavii cu tuberculoza
pulmonara, apreciat la initierea tratamentului antituberculos, este un factor predictiv
negativ, potential modificabil, al rezultatelor tratamentului la bolnavii de
tuberculoza; Aprecierea rezultatelor tratamentului antituberculos dupa o perioada de
supraveghere posterapie reprezintd o abordare mai rationald din punct de vedere
clinic de evaluare a tratamentului antituberculos, fezabild in conditiile de Ingrijire
programatica a bolnavilor de tuberculoza.

Semnificatia teoreticia. Cercetarea oferd argumentarea teoreticd necesara
luérii deciziilor de optimizare a algoritmelor diagnostice curente de confirmare a
infectiei tuberculoase prin includerea potentiald in acestea a testelor serologice de
apreciere a INF-y si IL-2 secretate de limfocitele T, citirii automatizate a frotiurilor
de microscopie in coloratie fluorescenta si testarii prin teste molecular-genetice a
specimenelor de aspirat bronsic la bolnavii cu sputd paucibacilard. Argumentarea
interventiilor mentionate poate fi efectuatd din perspectiva sensibilitatii,
specificitatii, raportului de probabilitate pozitiva si cel de probabilitate negativa
demonstrate in prezenta lucrare. La fel, a fost argumentat impactul implementarii la
nivel national a tehnicii Xpert MTB/Rif prin aprecierea efectul global asupra
reducerii intarzierii terapeutice la bolnavii cu tuberculozi pulmonara MDR. in cardul
evaludrii interventiilor de eficientizare a tratamentului antituberculos a fost
argumentata eficacitatea includerii in schemele de tratament in conditii programatice
la bolnavii cu tuberculoza MDR a bedaquilinei prin demonstrarea unei rate de
vindecarea mai mare si a mortalitatii mai reduse la utilizarea acestui medicament
precum si ineficacitatea includerii empirice (fara aprecierea determinatei genetice) a
izoniazidei in doze mari In schemele de tratament la bolnavii cu tuberculoza MDR.
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In acelasi context, a fost argumentatd rationalitatea si fezabilitatea supravegherii
postterapeutice in evaluarea rezultatelor tratamentului antituberculos.

Valoarea aplicativa. Aplicarea interventiilor evaluate in cadrul lucrarii
permite reducerea intarzierii diagnostice la bolnavii cu tuberculozd pulmonara
MDR, cresterea semnificativd a confirmdrii microbiologice a tuberculozei
pulmonare la bolnavii cu sputa paucibacilara, precum si optimizarea citirii frotiurilor
de microscopie in coloratie fluorescentd. La fel, utilizarea solutiilor terapeutice
evaluate sunt eficiente in cresterea vindecarii si reducerea ratei de mortalitate la
bolnavii cu tuberculozd MDR, precum si evitarea tratamentelor neargumentate cu
doze mari de izoniazida cu potential efect hepatotoxic la acesti bolnavi. Utilizarea
aprecierii eficacitatii tratamentului dupd supravegherea post-tratament oferd o
evaluare mai obiectiva din punct de vedere clinic al eficacitatii terapeutice.

Implementarea rezultatelor stiintifice. Recomanddrile studiului sunt
utilizate in procesul didactic de pregatire a cadrelor medicale la Disciplina de
Pneumologie si Alergologie, precum si in sectiile de ftiziopneumologie a IMSP IFP
“Chiril Draganiuc”. Au fost inregistrate 3 certificate de inovator si 3 acte de
implementare a rezultatelor.

AHHOTAIUSA
Kecos Jymurpy
"OnTumMH3anus JMATHOCTHKHU U NOBbIIIeHUE 3G (PEeKTHBHOCTH JT1e4eHus
TyOepkyJe3a"
Jduccepraums 10KTOpa HAYK B 00/1acTH MeauUuHblI, Knmmues, 2023 r.

CTpyKTypa AuccepTanuu: BBEJICHNE, [IECTh IIIaB, BEIBOBL, OnOinorpadus
n3 307 wucTouHWKOB, 29 pHCyHKOB, 17 Tabnwi, pe3yabTaTbl HCCIEIOBaHUS
oryorKoBaHbI B 51 HaydHOIt pabore.

Karouesnie ciioBa: Th, MJIY, nabopatopHast auarHocruka, M. tuberculosis,
MIPOTUBOTYOEPKYJIE3HOE JICUCHHE.

Ooaactp ucciaenopanusa: O0mas MenunuHa. OTH3HOMYITEMOHOIOTHSL.

Heas wuccaenoBanmsi: OneHKa  KIMHWYECKMX UM JIAOOPATOPHBIX
BMEIIATENBCTB, CIIOCOOHBIX ONTUMHM3MPOBATH AWATHOCTHKY W YMYYLINThH JIEYCHHE
OOJIBHBIX TyOEPKYIIE30M.

3agaunm  ucciaenoBanHus:  OueHnTh  APPEKTHBHOCTH  ONpPEAEICHUS
cnenuduIeckoro oTrBeTa HWHTEp(EpOHA-y W HHTEPICHKHHA-2 Tepu(epHIeCKIX
KIETOK B Iu(QepeHIHAINH KIMHIYECKoro craryca M. tuberculosis; OUCHUTH
JUArHOCTUYECKYI0  TOYHOCTh  aBTOMATH3MPOBAHHOTO  YTEHUS  Mas3KOB B
(ryopeceHTHOM OKpaIlMBaHUH ¢ IIOMOIIbIO m1atdopmsl Fluorobot B iuarHoctuke
TyOepKy/e3a JETKHX y B3pociblx; OIpenenuTs BIWSHUE BHEIPEHHS METOAWNKH
GeneXpert MTB/Rif Ha BexeHHWe MAnMEHTOB C MHOKECTBEHHO JIEKApPCTBEHHO
YCTOHYMBBIM TyOepKyne3oM Jierkux B Pecryonmke Momgosa; OnpenenuTs poinb
OLIEHKH 00pa3noB OpPOHXMAIBHOIO acnypaTa B JUarHOCTHKE TYyOepKyie3a JETKUX Yy
MAIMEHTOB ¢ MaJIo0AIMILUIAIPHONH MOKpOTOi; Onenka 3 QeKTHBHOCTH BKIIOUCHUS
OelakWUIMHA B CXEMBI JICUCHHUS] TyOepKyne3a ¢ MHOKECTBEHHOW JIeKapCTBEHHOM
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YCTOHYMBOCTHIO B KOHTEKCTE NPOrPaMMHOIO BeACHUS OOJBHBIX TYOSpKYIIE30M;
OreHKa paloHAIBHOCTH BKJIIOUYEHHST BEICOKHX /103 M30HHA3HA B CXEMBI JICUCHHS
MAIMEHTOB C TYOEpKYJIe30M C MHO)XECTBEHHOH JIEKapCTBEHHOH YCTOHYHBOCTBIO;
OreHka BINSHUS TAPAMETPOB PECITUPATOPHOM (DYHKIMM HA PE3YNIBTAThl JICUCHUS
MAIMEHTOB C TyOepKyae3oM Jerknx; OLeHKa pa3HBIX ITOIXONOB OIpeJeNIeHUs
PE3YJIBTATOB JICUCHHUS y TTAIIEHTOB C TYOEPKYIe30M.

Hayynas HoBM3Ha W oOpurMHaJbHOCTh. HoOBU3HAa wuccnenoBaHuUs
3aKII04aeTcsl B OIEHKe 3(QQEKTUBHOCTH NPHUMEHEHUs] HOBBIX OmomapkepoB (IL-
2/INF-y 1MTOKMHOBBIH Tpodwib JUMQPOIHUTOB TepH(epuIecKoil KpOBH),
aJbTePHATUBHBIX  00pa3noB  (OpOHXMANBHBIH acmupar) W OPUTHHAIBHBIX
texHonorndeckux pemeHuid  (FluoroSpot, Fluorobot, Xpert MTB/Rif) s
JIMarHOCTUKH TyOepKylie3HON NHPEKINH B KIMHUIECKOH NpakTuKe. Takke HOBH3HA
WCCIIEIOBAHUS 3aKII0YaeTCs B OIEHKE 3((EeKTMBHOCTH W/WIM PalOHAIBHOCTH
NIPUMEHEHNS! B IIOBCEJHEBHBIX KIMHMYECKUX YCIOBHAX B pPaMKaX CHCTEMBI
3apaBooxpaneHus Peciyomiky MomioBa HOBBIX IIpENapaToB, TAKUX Kak OeTaKMINH
WM M30HMA3M/1A B BRICOKHX J103aX. B TOM uncie HoBH3Ha 00yCIIOB/IEHA BEISIBICHUEM
HOBBIX IIPEIUKTOPOB A(P(PEKTHBHOCTH NPOTHBOTYOEPKYJIE3HOTO JICYCHHUS U
IpUMeHeHneM Oosiee OObEKTHBHBIX, C KIMHWYECKONH TOYKH 3pPEHUS], MOIXOAOB B
OLIEHKE PE3yIBTaTOB IIPOTUBOTYOEPKYIE3HOTO JICUCHHMS.

HoBbie pesynbsrarbl auisi Haykn u npaktuku: Fluorospot mpexncrasmisier
c000i1 aNbTepHaTUBHBIA METOJ IMarHOCTHKH JIATEHTHOH TyOepKyie3HOH HHPEKINN
C IMarHOCTUYECKOH TOYHOCTBIO, CXOAHOM ¢ TouyHOCTBIO MeTonoB EliSpot-IGRA;
[Ipumenenne TEXHONOTUIT HA OCHOBE aJITOPUTMOB IIIYOOKOTr0 00y4eHHs, TaKUX KaK
Fluorobot, mo3Bonsier aBTOMaTu3MpOBAaHHOE YTCHHE MUKPOCKOITMYECKIX MAa3KOB B
(IIyOpECEHTHOM ~OKpAaIlMBaHUM C TOYHOCTHIO, CPaBHHUMOW C TOYHOCTBIO,
MOITy4aeMoH Ipu «pydyHoM» uteHnH; OOIeHaoHaIbHOE BHEAPEHHE MeToa Xpert
MTB/Rif B nuarnoctuke TyOepKyie3a MO3BOIWIO B 6 pa3 COKPAaTUTh 3aAEPKKY
Teparmy y nanueHToB ¢ MJIY Ttybepkynezom Jerkux; Mcnonbs3oBanne o0Opa3ioB
OpPOHXHMAJBHOIO aclupara, MPOTECTUPOBAHHBIX MOJICKYISPHO-TeHETHIECKUMHU
tecramu (Xpert MTB/Rif) y manmenToB ¢ TyOEpKy/I€30M JIETKUX MaIo0anmIsspHON
MokpoToi (Mukpockormst 1 Xpert MTB/Rif orpunarenshsl) mMo3BoaseT HOMTYyIUTh
JIOIIOJTHUTENEHOE MUKPOOHOIOTMYECKOE TTOTBEP KACHHE 3a00/IeBaHNs Y YETBEPTH
9THX TmanyeHToB; Mcnomp3oBaHue OepakwinHa B CXEMax JIGUCHUS MAalWEHTOB C
MIIY Tb, Bkmrouass TeX, KTO paHee HE MONydall JEYEHUs, IpU MPOrpaMMHOM
OKa3aHWH IIOMOIIM OOECIICYMBACT BBICOKWMIH MPOLEHT H3JICYCHUS] W CHIDKCHHE
cMmeptHocTH; PesncreHtHOCTh K M30HMA3uay y OombHbIXx MJIY TB B PecryOnuke
MornioBa B OJABIISIONIEM OOJIBIIMHCTBE CIIy4aeB OOyCIIOBICHAa MyTallMsIMU B TeHE
katG  (accouMMpOBaHHBIMH  C  BBICOKUMH  YPOBHSIMH  MHHHMAaJIBHBIX
WHTHOMPYIOIIMMH ~ KOHIEHTPAlMsMH  3TOr0  Mpemnapara), 4YTo  HCKJIIOYaeT
SMIIMPUYECKOe Ha3Ha4YeHHE BBICOKMX 1103 n3oHMasuma (15-20 mr/kr) B cxemax
JIeYeHHS ITUX NalMEeHTOB; PecTpUKTHBHBIN MaTTepH (QyHKIMH JIETKUX Y MAlUeHTOB
¢ TyOepKy/Ie30M JIETKHX, OLICHEHHBII B Havyajie MPOTHBOTYOEPKYIE3HOTO JIeUCHHS,
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SBISIETCS  TOTEHIMANGHO  MOTU(UIMPYEMBIM  HETaTHBHBIM  IPEAUKTOPOM
pe3y/IbTaToOB JIEUCHMS MAalMeHTOB C TyOepkyme3oM; OIeHKa pe3yasTaToB
MIPOTUBOTYOEPKYJIE3HOTO JICYEHHUsSI TOCHEe TepHoia IMocTiedeOHaro HaOmoneHus
spisiercs  Oornee  KIMHWUYECKH  PAlMOHANBHBIM  TOAXOAOM B OLCHKE
MIPOTUBOTYOEPKYJIE3HOTO JICUECHHS, OCYIIECTBUMBIM B YCIOBHSIX HPOrPaMMHOIO
BEJICHHS MTALEHTOB C TYOEPKYIE30M.

Teopernyeckasi 3HAYMMOCTb. lccienoBaHue [aeT TEOPETHUYECKOE
o0OCHOBaHWE JUIS  TPUHATHS  pEHIEHHMH 10  ONTHUMH3AIMK  TEKYIIHX
JIMarHOCTUYECKUX aJITOPUTMOB TIOATBEPXKICHUS TYOCpKYIe3HOH MH(MEKIMH IyTeM
MOTEHUHUATBHOIO BKIIIOUEHHUS CEPOIIOTMUYECKUX aHaIU30B Juist otleHku INF-y u IL-2,
cekperupyeMbIx T-muM¢porTaMy, aBTOMATH3UPOBAHHOTO YTEHHS MHUKPOCKOIIHU
MAa3KOB B (pIIyOpECIEHTHON OKPACKH, 1 MOJICKYJISIPHO-T€HETHYECKOTr0 TECTUPOBAHU S
00pa3LoB OpPOHXMAIBFHOTO acHMpaTa y MalueHTOB ¢ MajJo0anIIISIPHON MOKpPOTOH.
B npencraBnenHoi pabore apryMeHTanus yka3aHHBIX BMELIATENbCTB IPOBEICHA C
TOYKH 3pEHHS UyBCTBUTEIBHOCTH, CIICIN(UIHOCTH, OTHOLICHHUSX ITPABIONON00NS
MTOJIOKUTEIIFHOTO ¥ OTPUIIATEIIEHOTO PE3yiIbTaToB. Takxke, B AWCCEpTAIMU OBLIO
JIOKAQ3aHHO TIONOKUTENBHBIN 3()h(eKT O0OIeHaOHaIbHOTO BHEAPEHUSI METOo/A
Xpert MTB/Rif na Benenue OONBHBIX C TYyOEpKYIE€30M IIyTEM OLEHKH OOIIEro
BIIMSTHUS HA CHIDKEHHE 33JIEP)KKU Tepariy y nauenToB ¢ MJIY tybepkynezom. [Ipn
OLIEHKE MEPONPHATHH 1O MOBBIIICHUIO 3(PQEKTUBHOCTH JiedeHHUs TyOepKynésa
3G QEKTUBHOCT, TaKMX KaK BKJIIOYEHHWs O€NaKWINHA B CXEMBl JICUCHHS B
MIPOrpPaMMHBIX yCJIOBHSIX y O0bHBIX ¢ MJIY TyGepkyie3oM OblIM T0Ka3aHHEI Ooree
BBICOKas YaCTOTa U3JICUCHNS 1 O0JIee HU3Kast CMEPTHOCTH IIPH HICIIOJIB30BaHUH ITOTO
npenapara, a Taxke Hed()(EeKTUBHOCTh, IMITMPUUECKOTO BKIIOUeHHUs (03 OLeHKH
TEHETHYECKUX JIETEPMHUHAHT), BBICOKMX /103 N30HNA3Ha B CXEMBbI JICUCHUSI OOIBHBIX
MIJIY t1ybepkynézom. B 3TomM ke KOHTeKcTe Oblla apryMEHTHPOBaHA
palMOHAIBHOCTD M LIEJIECO00Pa3HOCTh MOCTIIEYeOHOro HAONIONEHUS MPH OLCHKE
PE3YJIBTATOB JICUCHHS TYOepKyIE3a.

IIpakTHyeckoe 3HAYUMOCTB. BHeIpeHNe HHTEPBEHIINH, HCCIICJOBAaHHBIX B
JTaHHOH paboTe, MO3BOISIET COKPATUTh AUATHOCTHUECKYIO 3a/IEPKKY Y MAllEeHTOB C
MIJIY T1yOepkyne3oM JIETKMX, 3HAYUTEIBHO YBEIMYUTH MHKPOOHOIOrMYECKOe
MIOATBEPIKICHUE TyOEpKy/Ie3a JIETKHX y HallMeHTOB ¢ MaJIo0aIMIUIIPHON MOKPOTOH
U ONTHMHU3UPOBATh YTEHHE MHUKPOCKOIIMHM Ma3KOB B (PIyopecrieHTHOW OKpacke.
Taxoke, WCHOMB30BAaHWE HCCIEIOBAHHBIX TEPAIEBTHYECKUX  BMEIIATEIIHCTB
3¢ PEKTUBHO JUTS YBEIWUICHUS M3JICUCHUS] M CHIDKCHUS! CMEPTHOCTH Y TIALIMEHTOB C
MITY TyOepkyn€3oM, a TakkKe IMO3BOSICT M30CKaTh HEONPABIAHHOTO JICUCHUS
BBICOKMMH J103aMH M30HHA3MJa C IOTCHIMAIBHBIM TeTIaTOTOKCHYECKUM 3((eKToM
y 60nbHBIX TYOepKyné3om. Mcnonp3oBanue oneHKH 3(h(h)eKTHBHOCTH JICYEHUS TIOCIIE
noctiedeOHoro HaOMoeHus odbecneunBaeT Oonee 0ObEKTHBHYIO, ¢ KIMHHYECKON
TOYKH 3pEHHs, OLCHKY 3(p(hEeKTUBHOCTH JICUECHUSL.

Bueapenue pe3yibTaToB. Hayuno-npakrndeckne Ppe3yiIbTaThl
HCCIIEIOBaHMUS UCTIONB3YIOTCS B yueOHOM nporiecce Ha Kadenpe ITynpmononornu n
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Amnepronorun I'VM® «Hukonae TecreMuuany», a Takke B OTIEICHUAX
Wneruryra Grusnonyiasmononoruu "Kupun Jparaniok". 1o pesynsratam padboTs
3aperHCTPUPOBAHO 3 cepTU(UKATa palyoOHATW3alMd W 3 akTa BHEIPCHHUS
pE3YIBTaToB.

SUMMARY
Chesov Dumitru
"Optimisation of the diagnosis and improvement of the treatment of
tuberculosis"
Thesis of doctor habilitattus in medicine, Chisinau, 2023

Thesis structure: introduction, six chapters, conclusions, bibliography
containing 307 sources, 29 figures, 17 tables, results of the study were published in
51 scientific papers.

Keywords: TB, MDR, laboratory diagnosis, M. tuberculosis,
antituberculosis treatment.

Field of study: General medicine. Pulmonology.

Research aim: Evaluation of clinical and laboratory interventions with the
potential to optimise diagnosis and to improve treatment of tuberculosis patients.

Research objectives: To assess efficacy of assessment of the interferon-y and
interleukin-2 peripheral cell response in differentiating the clinical statuses of M.
tuberculosis infection; To assess the diagnostic accuracy of automated reading by
Fluorobot platform of the fluorescent stained smears in the diagnosis of pulmonary
tuberculosis in adults; To determine the impact of the implementation of GeneXpert
MTB/RIf technique on the therapeutic management of patients with mutlidrug-
resistant pulmonary tuberculosis in the Republic of Moldova; To determine the role
of bronchial aspirate specimen evaluation in the diagnosis of pulmonary tuberculosis
in patients with paucibacillary free expectorated sputum specimens; To assess the
effectiveness of including bedaquiline in multidrug-resistant tuberculosis treatment
regimens in the conditions of programmatic management of tuberculosis patients;
To assess the rationality of including high-dose isoniazid in treatment regimens used
in patients with multidrug-resistant tuberculosis in the Republic of Moldova; To
determine the impact of respiratory function assessed at diagnosis on treatment
outcomes in patients with pulmonary tuberculosis; To evaluate alternative
approaches in assessment of treatment outcomes in tuberculosis patients.

Scientific novelty and originality. The novelty of the research is given by
the evaluation of the efficacy of applying new biomarkers (IL-2/INF-y cytokine
profile of peripheral blood lymphocytes), alternative specimens (bronchial aspirate)
and original technological solutions (FluoroSpot, Fluorobot, Xpert MTB/Rif) for the
diagnosis of tuberculosis infection in clinical practice. Similarly, the novelty of the
study is provided by the assessment of the effectiveness and/or rationality of the
application in routine clinical conditions in the health system of the Republic of
Moldova of new drugs such as bedaquiline or high-dose isoniazid, together with the
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identification of new predictors of the effectiveness of antituberculosis treatment and
the application of more objective approaches, from a clinical point of view, in the
assessment of antituberculosis treatment outcomes.

New results for science and practice: Fluorospot represents an alternative
method for the diagnosis of latent tuberculosis infection with diagnostic accuracy
similar to that of EliSpot-IGRA techniques; Application of deep learning algorithm-
based technologies such as Fluorobot allows automated reading of microscopic
smears in fluorescent staining with an accuracy comparable to that obtained at
manual reading; Nationwide application of the Xpert MTB/RIif technique in the
diagnosis of tuberculosis has allowed a 6-fold reduction in therapeutic delay in
patients with MDR pulmonary tuberculosis; The use of bronchial aspirate specimens
tested by molecular-genetic tests (Xpert MTB/Rif) in patients with pulmonary
tuberculosis with highly paucibacillary sputum (microscopy and Xpert MTB/Rif
negative) allows additional microbiological confirmation in a quarter of these
patients; Bedaquiline used in treatment regimens in patients with MDR tuberculosis,
including those with previous treatment failure, under programmatic care delivery
ensures a high cure rate and reduced mortality; Resistance to isoniazid in MDR
tuberculosis patients in the Republic of Moldova is overwhelmingly due to
mutations in the katG gene (associated with high levels of minimum inhibitory
concentrations against this drug), which precludes empirical administration of high
doses of isoniazid (15-20 mg/kg) in treatment regimens for these patients; Restrictive
pattern of pulmonary function in patients with pulmonary tuberculosis, assessed at
initiation of antituberculosis treatment, is a potentially modifiable negative predictor
of treatment outcome in patients with tuberculosis; Assessment of antituberculosis
treatment outcome after a period of post-therapy surveillance is a more rational
approach to antituberculosis treatment evaluation, feasible in conditions of
programmatic care of tuberculosis patients.

Theoretical significance. The research provides the rationale for decisions
on optimisation of current diagnostic algorithms on diagnosis of M. tuberculosis
infection by potentially including serological assays to assess INF-y and IL-2
secreted by T lymphocytes, automated reading of microscopy of fluorescent stained
smears and molecular-genetic testing of bronchial aspirate specimens in patients
with paucibacillary sputum. Argumentation of the mentioned interventions is done
considering sensitivity, specificity, positive and negative likelihood ratios. Similarly,
the impact of the nationwide implementation of the Xpert MTB/Rif technique has
been argued by assessing the overall effect on reducing therapeutic delay in patients
with MDR pulmonary tuberculosis. In the evaluation of interventions for the
improvement of tuberculosis treatment, was argued the effectiveness of including
bedaquiline in treatment regimens under programmatic conditions in MDR
tuberculosis patients by demonstrating a higher cure rate and lower mortality when
using this drug, and the ineffectiveness of empirical inclusion (without assessment
of genetic determinants) of high-dose isoniazid in treatment regimens in MDR
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tuberculosis patients. In the same context, the rationality and feasibility of post-
therapy surveillance in assessing TB treatment outcomes was argued.

Applicative value. The application of the interventions evaluated in this
work allows to reduce the diagnostic delay in patients with MDR pulmonary
tuberculosis, to significantly increase the microbiological confirmation of
pulmonary tuberculosis in patients with paucibacillary sputum, and to optimize the
reading of fluorescent stained smears. Likewise, the use of the evaluated therapeutic
solutions has been shown to be effective in increasing cure rate and reducing
mortality rate in MDR tuberculosis patients, as well as avoiding empirical use of
high-dose isoniazid treatments with potential hepatotoxic effect in these patients.
The use of treatment assessment after post-treatment surveillance provides have
been shown to be more, from clinical point of view, for the assessment of therapeutic
efficacy.

Implementation of scientific results. The theoretical and practical results of
the study are used in training of medical students at the Department of Pulmonology
and Allergology, as well as in the departments of "Chiril Draganiuc”
Phtisiopneumology Institute. There were registered 3 certificates of innovator and 3
acts of implementation of results.

50



DUMITRU CHESOV

OPTIMIZAREA DIAGNOSTICULUI ST EFICIENTIZAREA
TRATAMENTULUI TUBERCULOZEI

321.07 - FTIZIOPNEUMOLOGIE

Rezumatul tezei de doctor habilitat in stiinte medicale

Aprobat spre tipar: ............... 2023 Tiraj
Formatul hartiei Coli de tipar:
Hartie ofset. Tipar digital Comanda nr.
Tipografia
mun. , Str.
tel.:

51



