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Rezumat

Analiza raspandirii RM/MDR/RML a MBT in pe-
rioada 2007-2011 din 13 regiuni ale FR cu utilizarea me-
todelor internationale (alinierea teritoriilor dupa gradul de
precizie si reprezentativitatii datelor despre RM a MBT) si
metodelor statistice federale, a evidentiat interdependenta
calitatii controlului RM si frecventa depistarii MDR/RML
a MBT. Realizarea monitoringului permanent permite es-
timarea stdrii epidemiologice a tuberculozei chimiorezis-
tente si luarea masurilor oportune la nivel de conducere.
Cresterea ratei MDR si scaderea eficientei tratamentului
mai frecvent se urmarea la pacientii care la depistare 1i se
administra HREZFqKm/Am/Cm, care induc amplificarea
rezistentei MBT catre drogurile de baza (mai frecvent H)
si catre celor de rezerva (mai frecvent Fq).

Cuvinte-cheie: Supraveghere
tuberculoza, chimiorezistentd, monitoring.

epidemiologica,

Summary

The analysis of prevalence of DR/ MDR/ XDR MTB
for the period 2007-2011 from 13 regions of Russia using
international approaches (ranking territories according
to the degree of accuracy and representative data on DR
MTB) and federal statistical tools revealed the relationship
between the quality of supervision of DR and detection rate
of MDR/XDR MTB. Implementing an ongoing monitoring
allows to evaluate the epidemiological situation on DR TB
and to manage the situation effectively. The increase of
MDR MTB share and loss of efficiency of chemotherapy
was more often defined in patients who at detection stage
were prescribed HREZFqKm/Am/Cm, that are inducing
amplification of DR MTB to the main (more often to H)
and to reserve line anti-TB drugs (more often to Fq).

Keywords: Epidemiological surveillance, drug-resis-
tant, tuberculosis, monitoring.:

Pesrome

[TpoBenenHslii ananu3 pacnpocrpanenust JIY/MITY/
HHUJTY MBT 3a 2007-2011 rr. u3 13-t pernonoB P® ¢
UCTIONIb30BAaHUEM MEKAYHAPOIHBIX MOAXOI0B (PAHXKUPO-
BaHHME TEPPUTOPHI MO CTENEHN TOYHOCTH M PEIPE3CHTa-
TuBHOCTH JTaHHBIX 0 JIY MBT) u denepanbpHoro crariuctu-
YECKOT0 MHCTPYMEHTApHs BBIBUI 3aBUCUMOCTb MEXKIY
KauecTBOM Haj3opa 3a JIY u vactoroii Beiseienust MJIY/
LIJIY MBT. Peanuzanus NOCTOSHHO JEHCTBYIOLIETO MO-
HUTOPHHI'A [TO3BOJISIET OLIEHUBAThH COCTOSIHUE STTHIEMHUOIIO-
THYECKON CUTyallnu 1o TyOepKynesy ¢ JIV u omeparuBHO
MIPUHUMATh YIPABICHYECKHUE PEIICHHS. YBEIUUCHNE JIOIH
MJIY MBT u camxenne 3h(heKTHBHOCTH XUMHOTEPATHH
yare ONpeaessuii cpeau OOJbHBIX, B JICUSHUH KOTOPBIM
npu BeisieHuH Obuin HazHaueHbl HREZFqKm/Am/Cm,
naaymmpytonme ammmadukanuio JIY MBT k ocHOBHBIM
(wamme x H) u x IITII pesepHOTO psina (vame x Fq).

KaroueBble cioBa: DIuIeMHOIOTHYECKUI HaA30p,
JIEKapCTBEHHAs yCTOHYNBOCTH TYOEPKyie3, MOHUTOPHHL.
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Introducere

Diagnosticul rapid a tuberculozei multirezistente
(TB-MD) asigura un tratament cu medicamente adec-
vate, reducand astfel morbiditatea, mortalitatea, cos-
turile §i transmiterea 1n continuare a infectiei, precum
si aparitia unor tulpini XDR [1].

Datorita detectarii rapide si sigure, metoda mo-
lecular genetica MTBDRPIlus (Hain Lifescience, Ne-
hren, Germany) a fost aprobata recent de OMS [7].
Prima versiune a acestei metode a fost evaluatd cu
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Tabelul 1

Rezultatele detectiei CMTB prin metoda MTBDRplus ver2.0 in comparatie cu datele culturale si clinice

Rezultate cultura si

Rezultate cultura Rezultate cultura si

Metoda Rezultat clinice pozitive (181) negative si clinice clinice negative (134)
extragerii a mic;efZZcZ (;ce pozitive (21)
ADN-ului P MTBDRplus 2 MTBDRplus 2 MTBDRplus 2
Poz Neg Poz Neg Poz Neg
GenoLyse (162) Poz (40) 38 0 1 0 0 1
Neg (122) 40 12 9 0 1 60
GenoXtract Poz(39) 39 0 0 0 0 0
eg
(174) Neg (135) 39 13 11 0 0 72
Combinate Poz (79) 77 0 1 0 0 1
(336) Neg (257) 79 25 20 0 1 132
Poz. + Neg. 156 25 21 0 1 133

mostre de culturd si microscopii pozitive [3]. Deoare-
ce cantitatea de micobacterii in probele cu microsco-
pie negativa este mica, metodele culturale erau unica
sansa pentru depistarea lor. Pentru a depasi aceasta
limitare, testul MTBDRplus ver2.0 a fost imbunatatit
ca in continuare sa fie posibila detectia mycobacterii-
lor nu numai din culturi si microscopii pozitive dar si
din microscopii negative.

Scopul studiului

Scopul principal al acestui studiu a fost de a de-
termina utilitatea MTBDRplus ver2.0 pentru detecta-
rea M.tuberculosis cat si sensibilitatea fatd de Rifam-
picind (RIF) si Izoniazida (INH) direct din probele
cu microscopie negativa a pacientilor diagnostici din
rutind, inclusiv pacientii aflati in tratament.

Caracteristicile de performantd ale diagnos-
ticului au fost determinate folosind 338 de probe
de sputd din rutina laboratorului prin compararea
rezultatelor MTBDRplus ver2.0 cu metoda micro-
scopica, culturala (MGIT960 si Lowenstein-Jensen)

berculoase (TS).

Rezultate

Versiunea noud a MTBDRplus ver2.0 a fost con-
ceputd pentru a detecta si identifica M.tuberculosis
complex in probele microscopic pozitive si negative
cat si sensibilitatea la RIF si INH intr-un singur test.
In scopul de a evalua ambele beneficii ale testului, in
primul rand versiunea noud a fost comparata cu rezul-
tatele culturii conventionale si rezultatele clinice ale
pacientului, iar 1n al doilea rand cu rezultatele la DST
si constatarile clinice referitor la RIF si INH.

Pentru izolarea ADN-ului au fost aplicate doua
metode diferite de extragere: extragerea ADN-
ului manual cu setul GenoLyse si metoda automa-

ta folosind chit-ul GXT ADN / ARN si dispozitivul
GenoXtract. In total au fost procesate 348 de probe
pulmonare.

162 probe de sputa au fost utilizate pentru eva-
luarea performantei MTBDRplus ver2.0. Dintre
aceste 39 de izolate (24,1%) au fost pozitive la meto-
da microscopica si conform datelor clinice, o proba
(1,2%) a fost pozitiv microscopic, dar negativ clinic,
61 (37,7%) au fost microscopic negative dar clinic
pozitive, si 61 (37,7%) au fost si microscopic si clinic
negative (tabelul 1). 78 din cele 90 de culturi poziti-
ve au fost, de asemenea, detectate prin MTBDRplus
ver2.0. Din 72 probe negative, 11 au aratat un rezul-
tat pozitiv prin metoda MTBDRplus ver2.0. Astfel,
o sensibilitate §i o specificitate de ansamblu pentru
toate probele incluse in studiu, estimate cu cultura ca
standard de referinta a fost la 86,7% si 84,7%, respec-
tiv. Gradul de pozitivitate a probelor negative au fost
de 87,6% si 83,6%, respectiv.

Sensibilitatea si specificitatea pentru probele mi-
croscopic pozitive si negative, au fost comparate cu
datele culturale si rezultatele clinice (tabelul 2).

Tabelul 2

Rezultatele detectiei MTB prin metoda
MTBDRplus ver2.0 cu extragerea prin GenoLyse §i
GenoXtract, in comparatie cu metodele culturale si

clinice
Sens. Spec. PPV NPV
(%) (%) (%) (%)
GenoLyse [Microscopic 88,0 98,4 989 83,6
pozitive
Microscopic 80,3 98,4 98,0 83,3
negative
GenoXtract | Microscopic 87,3 100 100 84,7
pozitive
Microscopic 79,4 100 100 84,7
negative
Combinate 87.6 99.2 994 84.1
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Tabelul 3
Rezultatele detectiei MTB prin metoda MTBDRplus ver2.0 cu extragerea prin GenoLyse si GenoXtract, in
comparatie cu metodele clinice

Microscopic pozitive Microscopic negative
Datele clinice Datele clinice
Pacient Pacient Pacient Pacient
B Non-TB B Non-TB
MTBDRplus Pozitive 78 0 Pozitive 99 1
VER2.0 Negative 0 1 Negative 25 132

Din cele 174 de exemplare extrase cu ajutorul
GenoXtract, 39 din ele (22,4%) au fost pozitive atat
microscopic cat si clinic, 63 (36,2%) au fost microsco-
pic negativ si clinic pozitiv iar 72 din probe (41,4%)
au fost negative si microscopic si clinic.

Din aceste 174 tulpini extrase cu ajutorul Geno-
Xtract, conform datelor clinice 102 (58,6%) au fost
pozitive si 72 (41,4%) negative. 78 din 91 probe cu
culturd pozitiva, de asemenea, au fost pozitive si prin
metoda noud MTBDRplus ver2.0 (tabelul 1). Din 52
de probe cu microscopia negativa dar cu cultura pozi-
tiva, 39 au fost detectate ca fiind pozitive prin metoda
MTBDRplus ver2.0. Din cele 83 de probe cu cultura
11 din ele au aratat un rezultat pozitiv prin metoda
MTBDRplus ver2.0. In scopul de a evalua metoda
MTBDRplus ver2.0 ca un instrument de diagnosti-
care a tuberculozei, rezultatele au fost corelate cu da-
tele clinice (tabelul 3). Sensibilitatea, specificitatea,
gradul de pozitivitate si a celor microscopic negative
pentru ambele metode de extragere 1n comparatie cu
rezultatele clinice au fost de 87,6%, 99,2%, 99,4% si
84,1% respectiv.

Detectarea rezistentei la Rifampicina

Din cele 336 de probe testate prin metoda
MTBDRplus ver2.0, pentru 156 din ele au fost dis-
ponibile si rezultatele de la DST (tabelul 4). Din toate
cele 106 de tulpini care au fost rezistente la RIF
100 ar fi putut fi detectate corect prin MTBDRplus
ver2.0, precum si 48 din cele 50 de tulpini sensibile,
rezultand o sensibilitate si o specificitate de 94,3% si
96,0%. Doar o proba (0,94%) a fost monorezistenta

la RIF si a fost detectata prin lipsa benzii WT 8.
Tabelul 4

Rezultatele detectiei MTB prin metoda

MTBDRplus ver2.0 in comparatie cu DST

RMP-R- rezistent la Rifampicind; RMP-S- sensibil
la Rifampicina; INH-R- rezistent la Izoniazidd;
INH-S- sensibil la Izoniazidd

Rezistenta - RMP Rezistenta - INH
RMP-R RMP-S INH-R  INH-S
MTBDRplus (RMP-R 100 2 INH-R 115 4
ver2.0(n=156) (51/49)  (1/1) (57/58)  (1/3)
RMP-S 6 48  INH-S 5 32
(1/5)  (24/24) (1/4)  (18/14)

Detectarea rezistentei la Izoniazida
Ca si in cazul RIF, de asemenea, 156 de rezultate
rezistene la INH au fost disponibile (tabelul 4). Din
toate cele 120 de tulpini rezistente la INH ar fi putut
fi detectate corect prin MTBDRplus ver2.0, precum
si 32 din cele 36 de tulpini sensibile, rezultand intr-o
sensibilitate si o specificitate de 95,8% si 88,9%. 22
de tulpini (18.33%) au fost monorezistente la INH.
Rezultatele probelor microscopic negative si celor
pozitive, referitor la sensibilitatea la RIF si INH nu
difera in mod semnificativ (tabelul 5).
Tabelul 5
Rezultatele detectiei MTB prin metoda
MTBDRplus ver2.0 compardnd microscopia cu
datele clinice

Sens.  Spec. PPV NPV

(%) (%) (%) (%)

RMP |Microscopic. 98,1 96,0 98,1 96,0
pozitive

Microscopic. 90,7 96,0 98,0 82,7
nenative

INH |Microscopic. 89,3 94,7 98,2 94,7
pozitive

Microscopic. 93,5 82,3 95,1 71,7
nenative

Prevalenta mutatiilor

Prevalenta mutatiilor a fost calculata pe baza re-
zultatelor MTBDRplus ver2.0 (n = 177), incluzand si
pe cele cu cultura negativa, dar pozitiva prin metoda
moleculard studiata (n = 21). In total, 114 de tul-
pini rezistente la RIF avand o mutatie in zona benzii
rpoB; 135 de tulpini au dovedit rezistenta fata de INH
avand in total 201 mutatii (66 izolate, cu 2 muta-
tii; 48,9% ). Mutatia cea mai raspandita la rpoB a re-
zultat in schimbarea aminoacidului S531L : 86,8%
(n = 99), urmata de o mutatie in codonul 530 - 533
(7; 6,1%). Mutatia cea mai raspandita la katG a re-
zultat in schimbarea aminoacidului S315T - 128 din
135 (94,8%). Mutatia inhA s-a constat la 71 (52,6%)
tulpini.

Discutii
MTBDRplus ver.2.0 a fost evaluatd pentru prima
data. Functionalitatea noului test MTBDRplus ver2.0
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MTRBC identification
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rnnB WT 2
ronB WT 3
rmoR WT 4
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rnnR WT 7
rnoB WT 8
ronB MLUTI

rooB MUT3

Kat lncus control
Kat WT

KatG MUT1

T THITTTI

independent de metoda de extractie a ADN-ul, a fost
demonstrata (sensibilitate 88.0 si 87.3%, specificitate
98.4% si 100 cu metode GenoLyse si GenoXtract, re-
spectiv). In scopul de a determina performantele no-
ului test, un accent deosebit a fost pus pe probele mi-
croscopic negative. Prin urmare, majoritatea probelor
au fost microscopic negative (73,9%, 257 din 348).
Noul test MTBDRplus ver2.0 a aratat o sensibilitate
ridicata (76,0%, combinand datele de la ambele me-
tode de extractie cu cultura ca standard de referinta)
pentru detectia MTB din probele microscopic nega-
tive cu un singur test. Sensibilitatea acestui test poate
fi comparata cu GeneXpert (72,5%).

In cazul in care datele obtinute prin metoda
MTBDRplus ver2.0 au fost corelate cu datele clinice,
sensibilitatea a crescut pand la 79,8% pentru exem-
plarele microscopic negative. Cu toate acestea, pentru
interpretarea acestor rezultate ale studiului trebuie sa
se considere ca, pacientii aflati sub tratament, elimina
micobacterii moarte, care pot fi detectate prin PCR.

Analizand datele clinice, acestea ar putea clarifica
numarul rezultatelor fals pozitive: dintre aceste 22 de
alarme false 18 pacienti erau deja sub tratament. Doar
4 probe din 182 nu au fost in corelatie cu datele cli-
nice (2,2%). Cu toate acestea, referindu-ne la datele
metodei culturale, detectarea ADN-ului din mycobac-
teriile moarte au condus la o ratd mai mare a rezul-
tatelor fals pozitive si, prin urmare, la o specificitate
mai mica. Pacientii din acest grup au fost urmariti,
dupa o lund, doua, trei si 5 luni de tratament nsotit
de DST si la necesitate tratamentul a fost modificat in
conformitate cu rezultatele obtinute. Scopul acestui
studiu fiind utilizarea acestiu test in rutina, nu am
exclus acesti pacienti aflati sub tratament.

In alte studii diverse s-ar fi indicat ca LPA-ul are
o sensibilitate §i specificitate mai mare pentru testarea

studiu difera putin si anume cu o sensibilitate si speci-

STRIP 1: tulpinda MDR (lipsa) (A)
rpoB WT8, rmpoB MUT3; AkatG
WT, katGMUTI, AinhA WT1, inhA

MUT1).

STRIP 2: MDR strain (ArpoB
WT3, ArpoB WT4, rpoB MUTI,
AkatG WT, katG MUT1).

STRIP 3: MDR strain (ArpoB WTS,
rpoB MUT3; AkatG WT,
katGMUTI1, AinhA WTI1, inhA

Exemplu de rezultate obtinute prin metoda MTBDRplus VER 2.0

ficitate pentru RMP de 94,3% si 96%, iar pentru INH
de 95,8% si 88,9%. Sensibilitatea pentru RMP este mai
scazuta decat 1n alte date publicate [3] si mai mare pen-
tru INH. Un motiv pentru abaterea de la valorile medii
ar putea fi numarul mic de tulpini rezistente investi-
gate. Alt motiv ar putea fi prezenta mutatiilor non-de-
tectabile prin metoda MTBDRplus ver2.0 in alte regi-
uni ale rpoB, katG, sau gene necunoscute [2, 5].

Scopul principal al acestui studiu a fost de a de-
monstra functionalitatea noului test, cu o capacitate
de a detecta MTBC in probele microscopic negative
de rutin, intr-o tard cu o prevalenta atat de ridicata a
tuberculozei. Necesitatea pentru o identificare rapida
si reala a tuberculozei in probele microscopic negati-
ve si in special la pacientii infectati cu HIV, pare sa fie
incéd o provocare. De exemplu, a fost descrisa o sen-
sibilitate de doar 47% a sistemului GeneXpert pentru
detectarea CMTB din mostre microscopic negative si
cultura pozitiva de la pacientii HIV infectati [6].

De remarcat este faptul, ca 18,3% din tulpinile
rezistente la INH sunt monorezistente. Acest lucru re-
flecta importanta unui test de a face deosebirea intre
MDR si monoresistance INH.
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Rezumat

Testul molecular genetic (Line Probe Assay) disponibil
comercial MTBDRplus ver2.0 (Hain Lifescience, Nehren,
Germany) a fost evaluat pentru abilitatea de depistare a
M.tuberculosis $i mutatiilor care confera rezistenta la Izo-
niazida si Rifampicina direct din specimene clinice micro-
scopic pozitive si negative. Au fost examinate in total 348
probe: 73.9% dintre care microscopic negative si 23.3%
probe au fost microscopic pozitive. 104 din 257 probe mi-
croscopic negative, au fost pozitive prin culturd si 20 au
fost negative si prin cultura, diagnosticul de tuberculoza la
acesti pacienti fiind confirmat prin metode clinice si radio-
logice. MTBDRplus ver.2 a demonstrat o sensibilitate de
94.3% si specificitate de 96.0%. In concluzie, MTBDRplus
ver2.0 este un test rapid cu o sensibilitate majora pentru de-
pistarea M.tuberculosis in specimene clinice microscopic
pozitive i negative, care permite determinarea sensibilita-
tii catre Rifampicind si [zoniazida, si poate usor fi imple-
mentatd 1n practica de rutina a laboratoarelor de profil.

Cuvinte-cheie: Mycobacterium tuberculosis, tubercu-
loza, rezistentd, test rapid, metoda molecular-genetica.

Summary

Line Probe Assay commercially available genotype
MTBDRplus ver2.0 (Hain Lifescience,Nehren, Germany)
was evaluated for its ability to detect M.tuberculosis and
while mutations that confer resistance to rifampicin and
isoniazid directly from clinical samples of patients who
are positive and negative microscopic. Were investigated
in total 348 samples: 257 (73.9%) of them were microsco-
pic - negative, 12 samples were excluded and 81 (23.3%)
were microscopically - positive. 104 of 257 microscopic
samples - negative, were found to be positive by culture

method and 20 were negative according to laboratory data,
but positive based on clinical symptoms. MTBDRplus
ver.2.0 genotype has a sensitivity of 94.3% and a specifi-
city of 96.0%. In conclusion, the MTBDRplus ver2.0 is a
rapid test and highly sensitive for detecting M.tuberculosis
strains in clinical samples with positive and negative mi-
croscopy, information on sensitivity to rifampicin (RIF)
and isoniazid (INH), which can be easily included in routi-
ne laboratory work.

Key words: Mycobacterium tuberculosis, tuberculosis,
resistance, rapid test, molecular-genetic method.

Pesrome

HoBast Bepcust MOJEKYISIPHO-TEHETHYECKOTO METO/Ia
JUISL BBISIBJICHHSI TyOepKysie3a U yCTOHUMBOCTH K Pudam-
nmunuHy ¥ M3onnasuny (Line Probe Assay) MTBDRplus
ver.2.0, OLIEeHHBAJIN C UMEIOIINMCS B TIposaxke Bepcueit 1.
O0e BepcHUH CpaBHHUBAIH 110 CIOCOOHOCTH OOHAPYKUBAaTh
M.tuberculosis HEOCPEACTBEHHO W3 MHKPOCKOITHYECKH
TIOJIOKUTENBHBIX M OTPHIATENbHBIX KIMHUYECKHX 00-
pasuoB nanueHToB. CpaBHHBaIM CHOCOOHOCTH METOJOB
BBISIBUTh MYTAllMH, KOTOpbIE MPUAAIOT YCTOHYUBOCTH K
Pudamnrmuny n M3onmasuny. beumm nccnemoBansr 348
po0: 73,9% n3 HUX OBUTM MHKPOCKOITMYECKHE — OTPH-
narespHble 1 23,3% ObUIM MUKPOCKOTIMYECKH - TTOJIOXKH-
TenbHble. 104 u3 257 MUKPOCKOIMMYECKH OTPULATENBbHBIX
00pa3IoB, ObUIM MPHU3HAHBI MMOJIOKHUTEIBHBIMH METOIOM
KyJbTypbl ¥ 20 ObUIM OTPHULIATENEHBIMH B COOTBETCTBHU
¢ naboparopusiMu maHHBIMH. MTBDRplusver.2.0 nme-
eT 9yBcTBUTENBbHOCTh 94,3% 1 cnenuduyanocts 96,0% u
SIBISIETCSI OYCHb YyBCTBUTEJIBHBIM 3KCIPECC-TECTOM JUIS
BbIsBIICHUST M.tuberculosis B KIMHUYECKHUX oOpas3max ¢
IIOJIOKUTEJIBHON U OTPULATEIbHOM MUKPOCKOIIMH, & TaK-
JKEe MPEeOCTaBIseT HHPOPMAIIMIO O YYBCTBUTEIBHOCTH K
Pudamnrmmuny (PU®) u Uzonmasuny (W3oHHMA3WI), KO-
TOPBII MOXKET OBITH JIETKO BKJIIOUEH B PYTHHHOW pabOTHI
npoduIbHON 1TabopaTopuu.

KaloueBbie cioBa: MuxoOakrepusi TyOepkysesa,
TyOepKyJe3, YCTOMYMBOCTb, AKCIIPECC-TECThI, MOJEKY-
JISIPHO-TEHETHYECKUI METO]I.



