174 Buletinul ASM

C.Z.U.: 616.24-002.5; 616.24-002.5+616-097, 616-078, 616-079
https://doi.org/10.52692/1857-0011.2022.3-74.33

ANALIZA GEOGRAFICA SI EVALUAREA SECVENTIERII GENOMULUI
M. TUBERCULOSIS LANIVEL NATIONAL

Valeriu CRUDU, dr. in st. med., conf. cercet.,
Alexandru CODREANU, cercet. st.,

Sofia ALEXANDRU, master in managementul sanatatii publice,
Valentina VILC, master in managementul sanatatii publice,
Ana DONICA, master In managementul sanatatii publice,
Elena TUDOR, dr. in st. med., conf. cercet., membru cor. al ASMM,
Nadejda TURCAN, cercet. st.,

Nelly CIOBANU, cercet. st.

IMSP Institutul de Ftiziopneumologie “Chiril Draganiuc”

email — valeriu.crudu@gmail.com

Rezumat.

Tuberculoza, una dintre infectiile antice care afecteaza in deosebi oamenii, principalul organ tinta al acestei boli fi-
ind plamanul, este cauzata de M. tuberculosis si ramane una dintre cele mai importante probleme de sanatate publica, in
special in tarile in curs de dezvoltare. Aparitia tuberculozei cu rezistentda multipla si cu rezistentd extinsa la medicamente
este considerata o amenintare serioasa pentru controlul tuberculozei la nivel mondial. Povara tuberculozei rezistente la
medicamente ramane in creste in tarile endemice pentru aceasta infectie. Factorii de risc care influenteaza aceasta situatie
si care sunt elucidati mai frecvent in literatura de specialitate sunt utilizarea abuziva a medicamentelor, esecul regimului
dar si in alte regiuni din Europa de Est, rezistenta la medicamentele reprezintd un obstacol serios in controlul eficient al
acestei boli. Existd dovezi ca transmiterea tulpinilor rezistente, spre deosebire de dobandirea de mutatii de rezistenta prin
tratamentul inadecvat al tuberculozei sensibile la medicamente, este principalul motor al nivelului inalt al tuberculozei cu
rezistentd multipla si cu rezistentad extinsa la medicamente in aceste tari.

Cuvinte cheie: Mycobacterium tuberculosis, tuberculoza cu rezistentda multipld; tuberculoza cu rezistenta extinsa la

Summary. Geographical analysis and evaluation of M. fuberculosis genome sequencing at the national level.

Tuberculosis, one of the ancient infections that especially affects humans, the main target organ of this disease being
the lung, is caused by M. tuberculosis and remains one of the most important public health problems, especially in devel-
oping countries. The emergence of multidrug-resistant and extensively drug-resistant tuberculosis is considered a serious
threat to tuberculosis control worldwide. The burden of drug-resistant tuberculosis remains increasing in countries endemic
for this infection. The risk factors that influence this situation and that are elucidated more frequently in the specialized
literature are the abusive use of drugs, the failure of the therapeutic regimen, the relapse of tuberculosis, the difficulty of
obtaining drug sensitivity testing in a fast time. In Moldova, but also in other regions of Eastern Europe, drug resistance rep-
resents a serious obstacle in the effective control of this disease. There is evidence that the transmission of resistant strains,
as opposed to the acquisition of resistance mutations through inadequate treatment of drug-susceptible tuberculosis, is the
main driver of the high level of multidrug-resistant and extensively drug-resistant tuberculosis in these countries.

Keywords: Mycobacterium tuberculosis, multidrug-resistant tuberculosis; tuberculosis with extensive drug resis-
tance; drug sensitivity testing, molecular genetic methods.

Pesrome: T'eorpaduuecknii aHan3 U OLeHKA ceKBeHNPOBaHus renoma M. tuberculosis Ha HanHOHAILHOM YPOBHE.

Ty0epkynes, oxHa U3 JPeBHUX HHPEKIHIH, 0COOCHHO ITOpaKaromiasi JTIo/el, ITIABHBIM OPraHOM-MHUIIICHBIO KOTOPOH SIBIIS-
10TCS JIETKHE, BbI3bIBaeTCs M. tuberculosis n ocTaeTcsi OHOW U3 BAXKHEHIINX MPOOJIEM OOIIECTBEHHOTO 3/{paBOOXPaHEHUS,
0COOEHHO B Pa3BUBAIONIMXCS CTpaHax. [losBieHne TyOepKyse3a ¢ MHOKECTBEHHON M IITMPOKOH JIEKapCTBEHHON YCTOIYMBO-
CTBIO CUMTACTCS CePhEe3HOM yrpo30i 6oprde ¢ TyOepKyIe30M BO BceM Mupe. bpems ycToifunBoro TyOepkyiesa mporonKaeT
YBEINYUBATLCS B CTPAHAX, SHIEMHUYHBIX 1O 3TOH MH(eKkmu. DakTopaMy PHUCKa, BIMSIOMNMI Ha 3Ty CUTYalMIO U valle
OCBEIIAEMBIMH B CIIEILUAIBHOMN JIUTEPATYpE, SBIAIOTCS 370yNOTpeOIeHNE JTeKapCTBEHHBIMU CPEACTBAMH, HE3()(EKTUBHOCTh
TEpareBTHYECKOr0 PEKUMa, PEIUIUB TyOepKyIe3a, CJIOKHOCTh MPOBECHHS TECTa Ha JICKAPCTBEHHYIO 4yBCTBUTEIILHOCTD B
KkopoTtkue cpoku. B MonjioBe, a Takxe B Ipyrux peruoHax Boctounoii EBpornbl JiekapcTBEHHAs! yCTOMUHUBOCTD MTPEJICTABIIAET
co00ii cepbe3Hoe mpensaTcTBue st 3QGEKTUBHOM OOpBOBI ¢ ATUM 3a0oeBaHneM. VIMEIOTCS TaHHBIC O TOM, YTO Hepeada
PE3UCTEHTHBIX MITAMMOB, B OTJIMYHE OT MIPUOOPETEHNS PE3UCTECHTHBIX MyTalluil B pe3yibTare HeaieKBaTHOTO JICYEHHS YyB-
CTBUTEIILHOTO TyOepKYJIe3a, SIBISIETCS OCHOBHOM IIPUYMHON BBICOKOTO YPOBHSI PE3UCTEHTHOTO TyOEpKyJie3a B ATHUX CTpaHaX.

KaroueBblie ciioBa: Mycobacterium tuberculosis, TyOepKyiie3 ¢ MHOKECTBEHHON JICKAPCTBEHHOW YCTOWYHBOCTBIO;
TyOepKyJie3 ¢ IUPOKOH YCTOWINBOCTBIO; OTIPE/IeNICHNE YyBCTBUTEIBHOCTH.
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Introducere.

Pentru cea mai mare parte a populatiei planetei
tuberculoza (TB) ramane a fi si astdzi un pericol de
sanatate publica, fiind o boald cu o morbiditate si o
letalitate ridicata. Suferintele pricinuite populatiei de
catre M.tuberculosis sunt extrem de mari.

Tuberculoza cu rezistenta multipla (TB MDR) si
cu rezistentd extinsa (TB XDR) la medicamente re-
prezintd amenintdri serioase pentru controlul eficient
al tuberculozei in multe tari. Conform datelor recente
a Organizatiei Mondiale a Sanatatii (OMS), in 2021,
proportia estimatd a persoanelor cu TB care au avut
MDR/RR-TB a fost de 3,6% (2,7—4,4%) in randul ca-
zurilor noi si 18% (11-26%) in randul celor tratati
anterior; cifrele in 2015 au fost de 3,9% (2,8-5,0%)
si, respectiv, 20% (9,5-31%). Trei tari au reprezentat
42% din cazurile globale in 2021: India (26%), Fede-
ratia Rusa (8,5%) si Pakistan (7,9%). Cele mai mari
proportii (>50% din cazurile tratate anterior cu MDR/
RR-TB) se gasesc in Federatia Rusa si in mai multe
tari in Europa de Est si Asia Centrala (1, 2, 3).

MDR-TB si XDR-TB devin o problema de con-
tinua ingrijorare si 0 provocare serioasa pentru pro-
gramele de control al TB si pentru Moldova. Cauzele
posibile ale rezistentei la medicamente includ mai
multi factori, precum: defectiunile infrastructurii de
sanatate publica , transmiterea tuberculozei in spitale
si Inchisori si unei deteriorari a conditiilor de viata
care coincide cu dizolvarea Uniunii Sovietice la Ince-
putul anilor 1990(3, 4, 5, 6).

In timp ce contributiile acestor factori riman in-
certe, existd un consens ca transmiterea MDR-TB,
spre deosebire de rezistenta dobandita prin tratamen-
tul inadecvat al TB susceptibild la medicamente, este
acum mecanismul predominant al prevalentei inalte
a MDR-TB (7, 8, 9). Acest consens este sustinut de
datele de supraveghere de rutind care documenteaza
faptul ca majoritatea episoadelor incidente de TB-M-
DR apar in randul persoanelor fara tratament anti-TB
anterior (1, 9, 10). Cu toate acestea, aceste date sin-
gure nu abordeaza Intrebarile esentiale despre unde si
intre cine se transmite TB-MDR. sau dezvaluie masu-
ra in care variantele specifice de M. tuberculosis sunt
responsabile de transmiterea MDR-TB.

Disponibilitatea tot mai mare a metodelor de sec-
ventiere, impreuna cu dezvoltarea abordarilor anali-
tice pentru integrarea datelor genomice, spatiale si
epidemiologice de inalta rezolutie, a transformat ca-
pacitatea noastra de a descrie transmiterea agentilor
patogeni in populatii(11, 12, 13, 14). Studiile geno-
mice anterioare ale M. tuberculosis din aceste regiuni
au descris aparitia si evolutia unor linii specifice res-
ponsabile pentru o proportie exageratd de TB MDR in
aceste tari (15, 16, 17, 18).

Material si Metode.

Am efectuat o analiza retrospectiva si prospec-
tiva, genomicd a cazurilor de TB cu culturd poziti-
va diagnosticate pe parcursul a 10 ani (2010-2019)
in Republica Moldova pentru a studia distributia si
transmiterea Mycobacterium tuberculosis 1n Intreaga
tara. Pentru studiul retrospectiv au fost utilizate tul-
pinile de M.tuberculosis izolate de la pacientii cu tu-
berculoza din diferite teritorii a republicii in perioada
2010-2017 si pastrate n Banca Nationala a M.tuber-
culosis (BNM) din Laboratorul National de Referinta
in microbiologia tuberculozei (LNR) a Institutului de
Ftiziopneumologie “Chiril Draganiuc”. Pentru stu-
diul prospectiv am colectat si secventiat izolatele di-
agnostice initiale din toate cazurile de TB cu cultura
pozitiva care au aparut pe parcursul a doi ani (2018-
2010) in Republica Moldova. Pe langa capturarea
izolatelor de M. tuberculosis din toate cazurile cu
culturd pozitiva, am colectat si date despre locatia do-
miciliului si alte date demografice si epidemiologice,
permitandu-ne sa studiem distributia si dinamica TB
in Intreaga tara. Pentru studiul prospectiv adaugator
au fost utilizate metode genetice pentru a identifica
grupuri presupuse de transmitere si au fost analizate
datele geografice si demografice pentru a descrie in
continuare transmiterea locala a tulpinilor de M. tu-
berculosis. ADN-ul genomic a fost extras in LNR si
pregatit pentru expediere si secventiere (NGS) catre
Universitatea Yale (SUA).

Rezultate.

Astfel, in perioada 2010-2019 au fost colectate
4174 tulpini M.tuberculosis, dintre care 2191 tulpini
au fost sensibile si 1985 au demonstrat rezistenta la
preparatele antituberculoase. Studiul retrospectiv
(2010-2017) a avut ca scop evaluarea fenomenului de
tuberculoza cu rezistentd multipld pe teritoriul repu-
blicii. Pentru aceasta in acest studiu au fost selectate
cu preponderentd tulpini de la pacientii cu astfel de
forma a tuberculozei, dintre care doar 38.2% (n=717)
au fost tulpini sensibile si 61,8% (n=1160) au demon-
strat rezistentd la minimum Izoniazida si Rifampi-
cind. Pentru studiul prospectiv (2018-2019) au fost
colectate si incluse in studiu toate culturile pozitive
prin cultura de la pacientii cu tuberculoza din toate
teritoriile republicii. Din aceste considerente datele
obtinute in studiul prospectiv demonstreaza situatia
epidemiologica reald pentru aceastd perioada. In to-
tal in studiul prospectiv au fost inclusi 2299 pacienti
dintre care 64,1% (n=1474) au fost pacienti cu tulpini
sensibile si 359% (n=825) au fost pacienti cu rezis-
tentd minimum la Rifampicina.

In digrama 1 sunt te datele obtinute in ambele
studii.



176

Buletinul ASM

Genotipuri tulpini M.ruberculosis Sensibile
31%

LAM3,9,11
19%

| Ural, H3, H4
| 15%

Genotipuri tulpini M.7uberculosis Rezistente (MDR)
LAM3,9,11 TType
3% 2%

Diagrama 1. Distribuirea genotipurilor cu tulpini sensibile si tulpini rezistente a M.tuberculosis

Conform datelor din diagrama, cel mai frecvent
printre tulpinile studiate au fost depistate tulpini-
le M.tuberculosis genotipul Beijing (Lineage 2.2.1)
— 38.2% (n=1596) si Ural (Lineage 4.2.1) — 30,6
(n=1278). Totodata se constata o distribuire diferita
a tulpinilor studiate in dependentd de sensibilitatea
fatd de medicamentele antituberculoase. Printre tul-
pinile sensibile la medicamentele tulpinile genotipul
Beijing si Ural sau constatat corespunzator in — 31,4
(n=687) si 14.6% (n=320). Dintre alte genotipuri
printre tulpinile sensibile sau depistat genotipurile X
(Linegul4.1.1)- 0.6% (n=13), T1, H1 (Lineage 4.1.2)-
11,4% (n=249), LAM (Lineage 4.2.2, (Lineage 4.2.2,
43.1, 433, 43.4) 514)43.1, 4.3.3, 43.4)- 18,6
(n=408) si genotipul T (Lineage 4.7, 4.9, 4.9) -23,5%
(n=514).

Printre tulpinile rezistente la medicamentele tul-
pinile genotipul Beijing si Ural sau constatat cores-
punzator in — 45,8% (n=909) si 48.3% (n=958). Da-
tele obtinute demonstreaza datele obtinute in studiile
precedente de autori locali, precum si 1n alte studii din
alte regiuni, in special din Europa de Est.

Dupa cum am mentionat mai sus, pentru analiza
genomica si reconstructia filogeniei au fost analizate
doar datele din studiul prospectiv. Au fost incluse pen-
tru analiza genomica si reconstructia filogeniei 2220
de participanti, care aveau minimum o tulpina pozitiva
cu secventierea genomului bacterian. Dintre acestea la
17,4% (n=386) au fost identificate tulpini mixte si eli-
minate, rezultand un set de date final de 1834 partici-
panti cu o singura tulpina M.tuberculosis izolata.

55,3% (n=1014) izolate au apartinut genotipului
Ural (Lineage 4.2.1) si 43,8% (n=804) au apartinut
genotipului  Beijing (Lineage 2/sublineage 2.2.1).
Cartografierea a dezvaluit modele geografice dis-
tincte pentru cele trei clade majore MDR-TB: clada
1 cuprinzand 243 izolate Ural/lineajul 4.2.1 care au
fost distribuite pe scard larga, in timp ce clada 2 si
clada 3 care contineau 102 si 121 tulpini Beijing/linie
2.2.1 au fost concentrate in Transnistria. Majoritatea

pacientilor cu tulpini din aceste trei clade pacienti cu
re-tratamente cu MDR-TB.

Cele trei clade mari au fost compuse aproape in
intregime din izolate MDR (96%, 449 din 466). Mu-
tatiile care confera rezistenta pentru Izoniazida si Ri-
fampicinad au fost similare si au fost gasite in codonul
katG 315 si in regiunea de determinare a rezistentei la
Rifampicina de 81 bp (RRDR). Cu toate acestea, fie-
care dintre aceste trei clade a avut mutatii distinctive
suplimentare de rezistentd la medicamente: izolatele
din clada 1 din tulpina Ural/linia 4 a gazduit o mutatie
a promotorului eis (-12 C>T) care conferea rezistenta
la kanamicind, o clada din tulpina/linia 2 din Beijing
a avut o ethA (110-110 del), asociat cu rezistenta la
etionamida, in timp ce celalalt avea mutatii thyX (-16
C>T) si thyA (Arg222Gly), asociate cu rezistenta la
acidul p-aminosalicilic. Am identificat, de asemenea,
grupuri de izolate care adapostesc mutatii suplimen-
tare rezistente la medicamente asociate cu medica-
mentele In schemele de tratament MDR recent reco-
mandate, inclusiv lineozid (n=14), bedaquilina (n=1)
si delamanid (n=9).

Dintre cele 1834 izolate de M. tuberculosis, 1551
(85,6%) au format grupuri cu dimensiuni variind de
la 2 la 105, iar 1000 (54,5%) au apartinut la 35 de
grupuri mari cu cel putin 10 participanti la pragul
de grupare de 0,001 substitutii/sit. Distanta mediana
SNP in toate clusterele de transmisie a fost de 14 SNP
(IQR 10-18 SNP), cu distanta mediand SNP in cadrul
clusterului variind intre 0-26 SNP.

Din 672 de izolate MDR-TB incluse in analiza fi-
nald, 619 (92,1%) faceau parte dintr-un cluster si 454
(67,6%) apartineau unuia dintre cele 35 de grupuri
mari de transmisie. Indivizii cu MDR-TB au avut mai
multe sanse sa se afle in grupuri mari decat indivizii cu
boald pan-sensibila. Opt dintre cele 14 izolate MDR
plus rezistente la linezolid au fost membri ai grupurilor
mari. Dintre cele noud izolate MDR cu rezistenta la
delamanide, sapte au avut aceeasi mutatie de rezistenta
asociata delamanidelor, formand un singur sub-cluster
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Cluster 1, 105 tulpini
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Cluster 7, 42 tulpini
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Figural. Distribuirea spatiala a 3, cele mai mari clustere (Cluster 1, 2 si 7) in cladele Ural/Lineage 4.2.1 si
Beijing/Lineage 2.2.1.

cu o distantd medie SNP pe perechi de <5 SNP, ceea ce
sugereaza transmiterea recentd a acestei tulpini de M.
tuberculosis foarte rezistentd in Moldova.

O examinare mai aprofundatd a celor 35 de gru-
puri mari de transmisie presupusa a relevat diferente
demografice si epidemiologice distincte intre grupuri.
Cel mai mare grup de transmisie (Cluster 1) a inclus
105 de participanti cu coloratia sub-lineajul 4.2.1/
Ural Clade 1 care se afla in intreaga tara. In schimb,
urmatorul cel mai mare grup (Cluster 2) a inclus 102
participanti cu sub-lineajul 2.2.1/Beijing Clade 2 care
au fost depistati predominant in Transnistria (Fig.1).
Saisprezece dintre cele 35 de grupuri mari au fost
compuse aproape in intregime din MDR-TB (Fig. 1).
In special, au existat diferente demografice specifice
grupurilor observate intre grupurile de transmisie,
cele mai mari doud grupuri cuprinzand o proportie
mare de detinuti anteriori si raportand conditii de via-
ta nesatisfacatoare.

Discutii.

Am descris circulatia recenta a trei clustere distinc-
te de M. tuberculosis (unul genotipul Ural si doua din
genotipul Beijing) responsabile pentru marea majori-
tate a MDR-TB in Moldova. In timp ce aceste clade
impartasesc mutatii similare care confera INH si RIF,
exista mutatii suplimentare specifice cladelor care con-
ferd rezistenta la antibiotice TB importante de linia a
doua, critice pentru succesul tratamentului MDR.

Retelele largi de transmisie bazate pe asemanarea
genomica au aratat ca >85% din toate cazurile de TB
cu culturd pozitiva din Moldova ar putea fi mapate
in grupuri presupuse de transmisie si ca majoritatea

(>54%) dintre aceste cazuri au fost gasite in 35 de
grupuri mari de transmisie. Rolul transmiterii recente
a fost si mai pronuntat pentru cazurile de TB-MDR,
printre care > 92% au fost gasite in grupuri de trans-
misie presupuse (si > 67% gasite 1n cadrul celor 35
de grupuri mari de transmisie). Persoanele cu MDR-
TB au avut sanse de peste trei ori mai mari de a se
afla Intr-un grup mare de transmitere in comparatie cu
persoanele cu TB pan-susceptibild. Alte covariabile
notabile asociate cu sansele crescute de a fi intr-un
grup mare de transmitere au inclus resedinta urbana,
incarcerarea anterioard si antecedentele de tratament
anterior pentru TBC. Am descoperit ca perechile cu
momente mai apropiate de diagnostic si care traiesc
in aceeasi localitate au avut cea mai mare similitudine
genomica si cd, pentru perechile din localitati diferite,
proximitatea spatiald mai apropiaté a fost asociata cu
0 asemanare genomica mai mare.

Analizele anterioare ale datelor de supraveghe-
re au evidentiat o eterogenitate spatiald uimitoare a
TB-MDR in Moldova, cu incidenta TB-MDR dife-
ritd de peste un ordin de marime pentru diferite lo-
calitati25, dar mecanismele care conduc aceasta va-
riatie nu au fost descrise. Analiza noastra dezvaluie
ca aceastd eterogenitate este rezultatul suprapunerii
multiple a epidemiilor de TB-MDR transmise, dintre
care unele se datoreaza clusterelor care s-au extins in
intreaga tard, in timp ce altele sunt pand acum limitate
la anumite regiuni. Cel mai remarcabil, cele mai mari
doua grupuri de transmisie ale liniei Beijing se gasesc
aproape exclusiv 1n Transnistria, unde, in unele locali-
tati, ratele de prevalenta a MDR-TB este foarte mare.
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Concluzii.

Sunt necesare implicatii clinice si de sanatate pu-
blica urgente ale acestor constatiri. In timp ce criza
MDR-TB transmisa a fost deja evidentd, aceste date
aratd cd existd mai multe clase de tuberculoza foar-
te rezistente la medicamente care co-circuleaza, care
diferd in ceea ce priveste profilurile de rezistenta la
medicamente, distributia geografica si traiectoria epi-
demiei.

Aceste rezultate sugereaza urgenta stoparii trans-
miterii TB-MDR care este prezenta in toata Moldova,
dar pastreaza focare geografice notabile in Chisindu
si in Transnistria. In timp ce rolul supravegherii geno-
mice pentru informarea Programelor Nationale si im-
plementarea interventiilor in controlul tuberculozei
in regiunile cu povard 1nalta a acestei infectii raimane
incomplet explorat. Acest studiu ofera un exemplu
important al modului in care astfel de informatii pot
fi utilizate pentru a intelege epidemiologia complexa
a MDR-TB.
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