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Глосарій
Критична концентрація (КК): Найнижча концентрація протитуберкульозного препарату in vitro, що інгібує ріст 99% штамів мікобактерій туберкульозного комплексу (МТБК) з фенотипом дикого типу.
Клінічна критична точка (ККТ): Концентрація(ї) антимікробного препарату, яка визначає мінімальну інгібуючу концентрацію (MІК) вище критичної концентрації, яка відокремлює штами, які, ймовірно, відповідають на лікування, від тих, які, ймовірно, не відповідають на лікування. Ця концентрація визначається безліччю змінних, включаючи in vivo, такі як кореляція з наявними клінічними результатами та даними ФК/ФД, включаючи дозу препарату, а також розподілом значень МІК та генетичними маркерами. Підвищення дози може бути використане для подолання стійкості, спостережуваної при меншому дозуванні, до досягнення максимальної стерпної дози, а отже, більш високої клінічної критичної точки, вище якої конкретний препарат не рекомендується використовувати. Клінічна критична точка використовується в якості рекомендації для прийняття окремих клінічних рішень при лікуванні пацієнта.
Мінімальна інгібуюча концентрація (МІК): Найнижча концентрація антимікробного препарату, яка перешкоджає росту більш ніж 99% мікроорганізмів у твердому середовищі або при проведенні випробовування чутливості за методом розведення в бульоні.
Як правило, коли MІК, випробувані за допомогою стандартизованого методу, об’єднуються для одного виду, утворюється єдина форма нормального розподілу значень MIК, що відповідає розподілу фенотипу дикого типу (фДТ) для цього виду (тобто розподілу для організмів, яким не вистачає фенотипових механізмів стійкості). Іноді ідентифікуються додаткові розподіли з більш високими загальними значеннями МІК, які відповідають вроджено або природно стійким організмам (тобто фенотипу не дикого типу).
Подяки
Це керівництво було розроблено як результат роботи Робочої групи Глобальної лабораторної ініціативи (ГЛІ). Розробка проводилась і була завершена Elisa Tagliani та Daniela Cirillo (Науковий інститут Сан-Рафаель), за участі Elisa Ardizzoni, Bouke de Jong та Leen Rigouts (Інститут тропічної медицини Антверпену). Окрема подяка висловлюється членам Робочої групи ГЛІ за їх значний вклад в роботу, зокрема, Heather Alexander, Olajumoke Tubi Abiola, Maka Akhalaia, Heidi Albert, Uladzimir Antonenka, Martina Casenghi, Petra de Haas, Kathleen England, Lucilaine Ferrazoli, Marguerite Massinga Loembe, Alaine Umubyeyi Nyaruhirira, Daniel Orozco, Kaiser Shen, Thomas Shinnick, Alena Skrahina, Sabira Tahseen, та Hung Van Nguyen. Координаційні роботи та суттєвий технологічний вклад в ході завершення роботи над цим керівництвом були зроблені Dennis Falzon, Christopher Gilpin, Lice González-Angulo, Alexei Korobitsyn, Fuad Mirzayev та Karin Weyer з Глобальної програми бротьби з ТБ Всесвітньої організації охорони здоров’я (ВООЗ).
Ми високо цінуємо коментарі та пропозиції, надані наступними партнерами та зацікавленими сторонами: Ignacio Monedero-Recuero з Глобальної ініціативи Лікарсько-стійкого ТБ, Paolo Miotto (Науковий інститут Сан-Рафаель); Claudio Köser (Кембриджський університет); Natalia Shubladze (член робочої групи ЄЛІ); та Soudeh Ehsani з Європейського регіонального бюро ВООЗ.
Автори вжили всіх розумних запобіжних заходів для перевірки інформації, що міститься в цій публікації. Однак опублікований матеріал поширюється без жодних явних чи неявних гарантій. Відповідальність за інтерпретацію та використання матеріалу покладається на читача. Автори в жодному разі не несуть відповідальності за збитки, що виникли внаслідок його використання.
ГЛІ є робочої групою партнерства «Стоп-ТБ». Розробка та публікація цього документа стала можливою за фінансової підтримки Агентства США з міжнародного розвитку.
Зображення обкладинки надано © Alicephotography. Макет і дизайн цього керівництва забезпечувалися мінімальною графікою.
Про це керівництво
Цей документ був розроблений, щоб надати практичні вказівки для інтерпретації результатів найчастіше використовуваних аналізів олігонуклетидними зондами (АОЗ) для препаратів першої (ПЛ) та другої лінії (ДЛ) (тобто за допомогою тест-систем GenoType MTBDRplus V2.0 і GenoType MTBDRsl V2.0; Hain Lifescience, Німеччина) Окрім інтерпретації мутацій, визначених за допомогою двох аналізів, це керівництво включає практичні рекомендації щодо додаткових подальших діагностичних дій, які слід виконувати за наявності специфічних мутацій та клінічних наслідків, які ці мутації мають на вибір відповідної схеми лікування туберкульозу ( ТБ).
Це керівництво призначене для надання інформації як працівникам лабораторії, так і клініцистам про:
· асоціацію специфічних мутацій, виявлених за допомогою аналізу, з фенотиповою стійкістю до лікарських засобів;
· випадки, коли окремі мутації, пов’язані зі стійкістю не ідентифіковані і стійкість можна лише передбачати;
· клінічні наслідки окремих мутацій, виявлених за допомогою аналізів.
Крім того, керівництво надає певну підтримку персоналу національних та регіональних протитуберкульозних довідкових лабораторій для кращого розуміння та управління можливими розбіжностями між тестами фенотипової та генотипової медикаментозної чутливості (ТМЧ).
У цьому керівництві наведені мутації, виявлені обома тест-смужками ПЛ- та ДЛ-АОЗ, включаючи інформацію, пов’язану з їх асоціацією з фенотиповою медикаметозною стійкістю, на основі роботи, опублікованої Miotto et al. (1) та з мінімальною інгібуючою концентрацією (МІК) для препаратів першої та другої ліній, яку нещодавно звітувала ВООЗ (2, 3). Також повідомляється про інтерпретацію аналізів, подальше діагностичне тестування та клінічні наслідки, пов’язані з наявністю специфічних мутацій, а також про клінічні наслідки для випадків, коли передбачається стійкість.
Нарешті, керівництво ілюструє окремі приклади, щоб продемонструвати, як слід звітувати інформацію лікарям, приклади результатів АОЗ та рекомендований шаблон звітування.
Вступ
За останні два десятиліття, вдосконалене розуміння молекулярної основи медикаментозної стійкості призвело до розробки безлічі методів на основі генотипів для швидкого визначення чутливості та стійкості до протитуберкульозних препаратів. Крім швидкості діагностики, молекулярне тестування має додаткові переваги, такі як можливість застосування безпосередньо до клінічних зразків (без необхідності ізоляції штаму спочатку у твердій або рідкій культури) та зразків, що містять нежиттєздатні бактерії (наприклад, бактерії, вбиті за допомогою теплової або хімічної інактивації), потенціал для високої пропускної здатності та зниження вимог до лабораторної біобезпеки.
У 2008 році Всесвітня організація охорони здоров'я (ВООЗ) схвалила використання аналізу олігонуклеотидними зондами (АОЗ) для препаратів першої лінії (ПЛ) лінії, GenoType MTBDRplus (GenoType MTBDRplus V1) для швидкого виявлення туберкульозу з множинною лікарською лікарської стійкістю (ТБ-MЛС) (4). Згодом з 2011 року були розроблені новіші версії технології АОЗ, включаючи (i) GenoType MTBDRplus версія 2 (GenoType MTBDRplus V2) та (ii) діагностичний набір Nipro NTM + MDRTB 2 («Nipro», Токіо, Японія) Ці нові технології АОЗ мають на меті підвищити чутливість до виявлення МТБК (Мікобактерії туберкульозного комплексу) та одночасне виявлення стійкості до рифампіцину (Риф) та ізоніазиду (І).
У 2015 році ФІНД (Фонд для інноваційних та нових діагностичних засобів) оцінив тест-системи АОЗ Nipro та GenoType MTBDRplus V2 і порівняв їх з GenoType MTBDRplus V1. Дослідження продемонструвало еквівалентність між цими трьома доступними у продажу тест-системами АОЗ для виявлення туберкульозу та стійкості до Риф та І (5).
Першою комерційною тест-системою АОЗ для виявлення стійкості до протитуберкульозних препаратів другої лінії був GenoType MTBDRsl версія 1.0, розроблений Hain Lifescience десять років тому (GenoType MTBDRsl V1). Оновлена версія цього аналізу (GenoType MTBDRsl V2), яка виявляє мутації, пов’язані з зі стійкістю до фторхінолону та до ін'єкційних препаратів другої лінії (ІПДЛ), що виявлялися версією 1.0, а також додаткові мутації (описані в розділі нижче), стала доступною у 2015 році .
Наступного року ВООЗ випустила рекомендації щодо використання доступних для продажу ПЛ-АОЗ (тобто GenoType MTBDRplus V1, GenoType MTBDRplus V2 та Nipro) в якості первинного медоду діагностики замість тесту фенотипової медикаментозної чутливості (ТМЧ) для виявлення стійкості до Риф та І (6). Крім того, ВООЗ також видала рекомендації щодо застосування GenoType MTBDRsl (V1 і V2) для виявлення стійкості до фторхінолонів та препаратів ІПДЛ у пацієнтів із стійкістю до рифампіцину/ТБ-MЛС та для введення відповідних схем лікування ТБ-MЛС, у 2016 році (7).
Більш детальний опис місця ПЛ- та ДЛ-АОЗ в алгоритмах діагностики ТБ наведений в документі «моделі алгоритмів діагностики ТБ, запропоновані ГЛІ» (Глобальна лабораторна ініціатива-ГЛІ) (оновлено у червні 2018 р.) (8).
Метою цього документа, який зосереджується на двох найбільш широко використовуваних АОЗ (тобто GenoType MTBDRplus V2 та GenoType MTBDRsl V2), 
є надання співробітникам лабораторії та клініцистам вказівок щодо інтерпретації результатів як ПЛ-, так і ДЛ-АОЗ, а також для кращого розуміння та управління можливими розбіжностями між фенотиповою та генотиповою ТМЧ.
Принципи аналізу олігонуклетидними зондами
Аналізи олігонуклеотидними зондами- це сімейство тестів на основі ДНК-смужок, які визначають профіль стійкості до лікарських препаратів штаму MTБК за схемою зв'язування ампліконів (продуктів ампліфікації ДНК) зондами, орієнтованими на найбільш поширені мутації, пов'язані зі стійкістю до препаратів першої та другої лінії агенти та зонди, орієнтовані на відповідну послідовність ДНК дикого типу (ДТ).
АОЗ- затверджені ВООЗ тести для швидкого визначення медикаментозної стійкості до препаратів першої та другої ліній. Вони можуть бути використані для тестування ізолятів культур (непряме тестування), а також для прямого тестування позитивних при мікроскопії зразків мокротиння на кислотостійкі бактерії (КСБ) (ПЛ-АОЗ), а також як позитивних, так і негативних за мазком зразків мокротиння (SL-LPA) (6, 7).
Мутації виявляються за допомогою: (i) зв'язування ампліконів зондами, орієнтованими на мутації, які найчастіше зустрічаються (MУТ-зонди) або (ii), обумовлені відсутністю гібридизації (тобто відсутність зв’язування) ампліконів з відповідними ДТ-зондами.
Реакція після гібридизації призводить до появи кольорових смуг на тест-смужці, що виявляє зв'язування зонда.
Важливо пам’ятати, що подібно до інших швидких тестів, які зараз затверджені ВООЗ, АОЗ мають деякі обмеження:
· Хоча АОЗ може виявляти мутації, які найчастіше виявляються у стійких штамів, деякі мутації, які надають стійкість, знаходяться за межами ділянок, які охоплює тест, і тому стійкість не може бути повністю виключена навіть за наявності всіх ДT-зондів. Таким чином, в деяких випадках для забезпечення повноцінної оцінки може додатково знадобитися фенотиповий ТМЧ.
· Деякі мутації ідентифікуються конкретно МУТ-зондами, тоді як про інші можна припустити лише за відсутності зв'язування ампліконів з ДТ-зондами. Відсутність зв'язування ДТ-зонда без одночасного зв'язування мутантного зонда, ймовірно, викликана наявністю мутації, що надає стійкість. Однак систематичні помилки можливі через синонімічні та несинонімічні мутації (наприклад, філогенетичні мутації). У світі це трапляється рідко (<1% ізолятів), але ці ізоляти можуть траплятися досить часто локально (9).
· АОЗ менш ефективний, ніж звичайний ТМЧ на основі культури, у виявленні стійкості у зразках, що містять як чутливі, так і стійкі до лікарських засобів бактерії (тобто гетеростійкість). Більш специфічно за допомогою АОЗ можна виявити стійкі бактерії з мутаціями, виявленими за допомогою МУТ-зондів, якщо чутливі бактерії становлять щонайменше 5% усієї популяції. Однак він з великою ймовірністю не зможе виявити стійкі бактерії з мутаціями, наявність яких передбачається у зв'язку з відсутністю зондів ДТ, якщо стійка популяція становить менше 95% від загальної бактеріальної популяції (10, 11).
Загалом, чутливість та специфічність для різних препаратів, на які націлений АОЗ, детально повідомляються в інших розділах(12, 13). Якщо коротко, ПЛ-АОЗ показав чутливість та специфічність для виявлення стійкості Риф 96,7% та 98,8% відповідно;
	чутливість та специфічність для виявлення стійкості до І, 90,2% та 99,2% відповідно (12). ДЛ-АОЗ (GenoType MTBDRsl V1) показав об'єднану чутливість та специфічність для виявлення стійкості до фторхінолону шляхом прямого тестування 86,2% та 98,6% відповідно та об'єднану чутливість та специфічність для виявлення стійкості до ін'єкційних препаратів другого ряду 87,0 % і 99,5% відповідно (13).
GenoType MTBDRplus Версія 2
GenoType MTBDRplus (схема 1а) орієнтований на специфічні мутації у ділянці, що визначає стійкість до Риф (ДВСР) гена rpoB (від кодона 505 до 533) (схема 2) для виявлення ділянок, що відповідають за стійкість до Риф та мутацій в промоторі inhA (від -16 до -8 нуклеотидів проти ходу транскрипції) та ділянці katG (кодон 315), що визначає стійкість до І. Про специфічні нуклеотидні зміни, виявлені за допомогою тесту, повідомляється у розділі Додаток.
Схема 1. Конфігурація смужок GenoType MTBDRplus V2 (a) 
та GenoType MTBDRsl V2 (b)
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GenoType MTBDRsl Версія 2
Друга версія GenoType MTBDRsl (схема 1б) включає виявлення ділянки, яка визначає стійкість до хінолонів (ДВСХ) gyrA (від кодона 85 до 96) (схема 3) та генів gyrB (від кодона 536 до 541) (16) для виявлення стійкості до фторхінолонів та rrs (нуклеїнові кислотні позиції 1401, 1402 та 1484) та ділянки промотору eis (від -37 до -2 нуклеотидів проти ходу транскрипції) для виявлення стійкості до препаратів ІПДЛ. Варто зазначити, що точні ділянки, охоплені всіма зондами МУТ, не розкриті та що відомі лише деякі ділянки, охоплені ДT-зондами (див. схеми 2 та 3). Про специфічні нуклеотидні зміни, виявлені за допомогою зондів МУТ, повідомляється у розділі Додаток.
Інтерпретація і звітування результатів аналізу олігонуклеотидними зондами
На смужці АОЗ є два внутрішні елементи контролю: контроль кон'югації (лінія 1) та контроль ампліфікації (лінія 2) (схема 1). Лінія контролю кон'югації завжди повинна бути видимою для документування ефективності кон'югатного зв'язування та реакції субстрату. Контроль ампліфікації служить орієнтиром для інтерпретації зондів ДT і МУT: слід розглядати лише ті смуги, інтенсивність яких приблизно так же само або сильніше виражена, ніж інтенсивність смуги контролю ампліфікації. У разі позитивного результату тестування, сигнал зони контролю ампліфікації може бути слабким або навіть повністю зникати. Це може траплятися частіше при непрямому тестуванні, тоді як при прямому тестуванні це рідко. Відсутність контролю ампліфікації може бути наслідком конкуренції поодиноких реакцій під час ампліфікації. У цьому випадку тест був проведений правильно і може бути інтерпретований. У разі негативного результату тесту завжди повинні бути видимими смуги контролю кон'югації та контролю ампліфікації (тобто дійсний негативний результат). Відсутність контролю ампліфікації при негативному результаті тесту вказує на помилки під час підготовки та/або виконання реакції ампліфікації або на наявність інгібіторів ампліфікації. У цьому випадку результат тестування є недійсним і його потрібно повторити.
Діапазон реакцій ТУБ (лінія 3) присутній лише в тому випадку, якщо ампліфікована ДНК підходить від членів MTБК. Наявність у зразку нетуберкульозних мікобактерій (НТМ) може призвести до випадкових варіантів утворення смуг, при цьому кілька видів будуть визначатися як позитивні в деяких ДТ-смугах rpoB внаслідок подібності генів серед видів. Отже, за наявності НТМ, а не бактерій MTБК, смуга TУБ завжди буде відсутня, а результат, що, як визначено, відповідає MTБК, не виявлений.
Смуги контролю локусу гена для різних цільових ділянок, проаналізованих на ДНК-смузі, розташовані перед відповідними їм смугами ДТ і МУТ. Ці смуги контролю локусу завжди повинні бути присутніми, щоб аналіз вважався дійсним для відповідної цілі.  Однак, коли відсутня лише одна смуга контролю генного локусу, можна інтерпретувати результати для інших генів, для яких присутній смуга контролю генного локусу.
АОЗ вважається невизначеним для конкретного лікарського засобу або групи лікарських засобів, якщо відповідний локусний контроль для цього конкретного лікарського засобу або групи лікарських засобів відсутній, при цьому тест є дійсним (тобто контроль кон’югації і смуги TУБ видно з або без контролю ампліфікації) . У цьому випадку аналіз слід повторити перед повідомленням результатів. Якщо такий же результат отриманий при повторному тестуванні, повідомте про результати інтерпретованих локусів, дотримуючись інструкції, тоді як для лікарських засобів або групи лікарських засобів, для яких відсутній локусний контроль, результат повідомляється як невизначений. Систематичними причинами
цих невизначених результатів можуть бути мутації або делеції в ділянці контролю локусу, а також повна або часткова делеція цільового гена. У цьому випадку слід запросити секвенування для виявлення конкретної мутації.
Зони ДТ-реакцій містять ділянки генома з відомими мутаціями, що визначають стійкість. Зони MУТ-реакцій відповідають зондам, які ідентифікують найпоширеніші мутації, що визначають стійкість, відповідного гена.
Стійкість виявляється при вираженості зондів МУТ. При невиразності зондівДТ наявність стійкості може тільки передбачається (подробиці див. Нижче).
Одномоментне виявлення всіх ДТ-зондів і одного з зондів МУТ на відповідномуділянці-мішені є ознакою гетеростійкості (т. е. співіснуваннячутливих і стійких бактерій в одному зразку). В цьому випадку, результати будуть звітуватися, як «стійкі».
Поправки до інтерпретацій виробника (14, 15)
Використання терміна «Стійкість не виявлено» замість «Чутливий» для визначення профілю стійкості бактерій
Враховуючи обмеження АОЗ і, зокрема, той факт, що стійкість не може бути повністю виключена навіть за наявності всіх ДТ-зондів (тобто не всі мутації, які визначають стійкість, охоплені цими тестами, або охоплені мутації можуть бути нижче межі виявлення), більш доцільно звітувати результат як «Стійкість виявлено» або «Стійкість не виявлено».
Поділ стійкості на « Передбачається стійкість» та «Виявлено стійкість»
Вираз «Передбачається стійкість» використовується в тому випадку, коли не виражений один або кілька ДТ-зондів на ділянках гена, що обумовлюють стійкістьдо препарату, і не виражений жоден з МУТ-зондів на відповідній ділянці. В цьому випадку можна ідентифікувати тільки ділянку, де знаходиться мутація, але неконкретну мутацію.
Вираз «Виявлено стійкість» використовується в тому випадку, коли виражений одинабо кілька МУТ-зондів, які вказують на специфічні мутації, що зумовлюють стійкість до препарату (незалежно від вираженості ДТ-зондів)
Стратифікація мутацій стійкості до ізоніазиду (І) і моксифлоксацину (MФК) на мутації, пов'язані з «низьким рівнем МІК», і мутації, пов'язані з «високимрівнем МІК »
Мутації, що зумовлюють стійкість до І та МФК, стратифіковані на мутації, пов'язані з низьким рівнем МІК, і мутації, пов'язані з високим рівнем МІК, в залежності від розподілу МІК.  Ця стратифікація має величезне значення для включення або невключення H і MФК в схему лікування, оскільки стійкість через мутації, пов'язані з низьким рівнем МІК для І або МФК, може бути подолана шляхом збільшення дози препарату.
Що стосується І, дані in vitro свідчать про те, що при виявленні специфічних мутацій в промоторі inhA, які, як правило, пов'язані з низьким рівнем МІК (і за відсутності мутацій katG), може бути ефективним підвищення дози лікарського препарату. Таким чином, можна розглянути можливість використання І в максимальній дозі 15 мг/кг в день. У разі мутацій katG, які частіше пов'язані з високим рівнем МІК, існує мала ймовірність ефективності ізоніазиду навіть у високих дозах.  Наявність
комбінованих мутацій в промоторі inhA і гені katG призводить до високого рівня МІК, що з малою вірогідністю може бути компенсовано збільшенням дози (17).
Що стосується MФК, в разі виявлення мутацій, які пов'язані з рівнем МІК дозначень вище критичної концентрації (КК), але нижче клінічної критичної точки (ККТ), і визначаються як мутації, пов'язані з низьким рівнем МІК, існуєвелика ймовірність ефективності MФК в високих дозах (до 800 мг в день для дорослих) (18-21). Якщо передбачається стійкість до МФК (тобто, конкретна мутація невідома), існує припущення про наявність мутацій, пов'язаних з як мінімум низьким рівнем МІК, і, отже, використання лікарського препарату в високих дозах може бути ефективним. Однак, в цьому випадку рекомендується виконати ТЛЧ до MФК для ККТ і, якщо можливо, секвенування для визначення конкретної мутації. Якщо штам МБТК стійкий до ККТ МФК через наявність мутацій, пов'язаних з високим рівнем МІК, препарат не можна розглядати як ефективний лікарський препарат.
При наявності більш одного інформативного зонда на лікарський препарат(Наприклад, при одномоментному виявленні мутацій стійкості, пов'язаних з різними рівнями МІК), мутації, пов'язані з високим рівнем МІК грають переважну роль в інтерпретації остаточного результату.
Таким чином, результати повинні бути представлені у відповідності з наступноюієрархією (де знак «>» означає перевищення).
· Для І: Виявлено мутацію, пов'язану з високим рівнем МІК> Передбачається мутація, пов'язана з високим рівнем МІК> Виявлено мутацію, пов'язану з як мінімум низьким рівнем МІК> Передбачається мутація, пов'язана з як мінімум низьким рівнем МІК> стійкість не виявлена
· Для МФК: Виявлено мутацію, пов'язану з високим рівнем МІК> Виявлено мутацію, пов'язану з як мінімум низьким рівнем МІК> Передбачається мутація, пов'язана з як мінімум низьким рівнем МІК> стійкість не виявлена.
· Для Риф, левофлоксацину (Лфк), амікацину (Ам), канаміцину (Км) і капреоміцину (Кпм) Виявлено стійкість> Передбачається стійкість> стійкість не виявлена.
	Зведена таблиця

	Випадок
	Зони ДТ-реакції
	Зони МУТ-реакції
	Інтерпретація

	1
	Виражені всі ДТ-зонди.
	Всі МУТ-зонди НЕ виражені.
	стійкість не виявлена.

	
	
	
	

	2
	Один або кілька ДТ-зондів НЕ виражені.
	Виражений один або кілька МУТ-зондів на відповідній ділянці.
	Залежно від конкретного препарату:
· виявлено стійкість (Риф, препарати ІПДЛ);
· виявлені мутації, пов'язані з високим рівнем МІК (І та MФК); 
· виявлені мутації, пов'язані з як мінімум низьким рівнем МІК (І та МФК)

	
	
	
	

	
	
	
	

	
	
	
	

	3
	Один або кілька ДТ-зондів НЕ виражені.
	МУТ-зонди НЕ виражені.
	Залежно від конкретного препарату:
· передбачається стійкість (Риф, препарати ІПДЛ);
· передбачаються мутації, пов'язані з високим рівнем МІК (І та MФК);
· передбачаються мутації, пов'язані з як мінімум високим рівнем МІК (І та MФК).

	
	
	
	

	
	
	
	

	4
	Виражені всі ДТ-зонди.
	Виражений один МУТ-зонд.
	Виявлено стійкість (в силу гетеростійкості). Інтерпретувати згідно випадку 2

	
	
	
	

	Виняток зонда ДТ3 eis
На даний момент не існує переконливих доказів того, що мутація c-2a на ділянці промотора eis сама по собі є достовірним маркером стійкості (1).  Тому, якщо зонд ДТ3 eis не виражений, інтерпретація тесту для Kм змінена на«стійкість не виявлена».
Інтерпретація профілю стійкості для етіонаміду і протіонаміду
Мутації, які виявляються тестом ПЛ-АОЗ і призводять до надекспресії гена inhA, пов'язані з перехресної стійкістю до етіонаміду (Ето) і протіонаміду (Пто) (1, 22, 23).  Тому, якщо ці мутації виявлені за допомогою тесту, в лабораторному звіті видається стійкість до Ето і Пто і ці препарати не використовуються в схемі лікування. Однак важливо відзначити, що навіть за відсутності мутацій на ділянці промотора inhA не можна виключити стійкість до Eто/Пто. Мутації, що зумовлюють стійкість до Eто/Пто, можуть фактично бути присутнім на ділянках генома, не охоплених АОЗ (наприклад, ethA, ethR).
Лабораторний звіт щодо канаміцину і капреоміцину
Не так давно ВООЗ випустила оперативне сповіщення про ключові зміни в лікуванні ТБ- МЛС і Риф-стійкого ТБ (24), що анонсує вихід нових керівних принципів ВООЗ з лікування ТБ-МЛС до кінця 2018 року.  Ці зміни ґрунтуються на результатах метааналізу, який зіставляє показники ефективності лікування і смертності із застосуванням окремих препаратів, а також визначає оптимальний обсяг і тривалість лікування цими препаратами у пацієнтів з ТБ-МЛС (25).
Результати метааналізу показали, що в порівнянні зі схемами лікування беззастосування ін'єкційних препаратів, при використанні препаратів ІПДЛ, амікацин дає помірні поліпшення, а канаміцин і капреоміцин не дають поліпшень або призводять до гірших клінічних наслідків. Таким чином, ВООЗ більше не рекомендує використовувати канаміцин і капреоміцин в зв'язку з підвищеним ризиком неефективного лікування і рецидивів при їх застосуванні в довгострокових 


схемах лікування ТБ-МЛС. Крім того, ті програми, які використовують стандартизовану укорочену схему лікування ТБ-МЛС, повинні замінити канаміцин на амікацин, не чекаючи вичерпання запасів канаміцину (24).
Визнаючи той факт, що нові стандарти надання медичної допомоги ВООЗ длякожного окремого пацієнта з ТБ-МЛС не будуть досягнуті відразу, і що канаміцині капреоміцин з високою ймовірністю будуть використовуватися на перехідному етапі, було прийнято рішення включити в цей документ інтерпретацію ДЛ-АОЗ для канаміцину і капреоміцину з метою забезпечення тимчасового керівництва.
Додаткові діагностичні дії, необхідні для належного лікування ТБ
Залежно від конкретної ділянки, досліджуваної в ході ПЛ- і ДЛ-АОЗ, для виборубільш ефективної схеми лікування, обов'язково або опціонально рекомендується ряддодаткових діагностичних дій.  Рішення про виконання додаткових діагностичних тестів повинно прийматися з урахуванням групи ризику конкретного пацієнта щодо захворювання на стійкі форми, а також частоти виникнення стійких форм в конкретних географічних умовах, оскільки ці фактори впливають на прогностичну значимість тесту.
Залежно від конкретного лікарського препарату можуть рекомендуватися абопропонуватися різні додаткові діагностичні дії.  Нижче представлено короткий опис цих дій.
Рифампіцин (Риф):
· Якщо припущення про стійкість зроблено на підставі того, що не відбуваєтьсязв'язування ампліконів з ДТ-зондами (тобто, не виражений один або кілька ДТ-зондів), для визначення конкретної мутації в якості додаткової міри можезастосовуватися секвенування гена rpoB. Для інтерпретації мутацій rpoB см. «Технічне керівництво ВООЗ з використання технології секвенування нового покоління »(3).  Важливо відзначити, що фенотиповий ТМЧ, виконаний в системі MGIT, не є ідеальним контрольним тестом, оскільки воно не ідентифікує добре вивчені мутації, пов'язані з резистентністю до Риф (тобто, «спірні» мутації) (26-29).
Ізоніазид (І):
· Якщо припущення про стійкість зроблено на підставі того, що на ділянці katG НЕвідбувається зв'язування ампліконів з ДТ-зондами (тобто, не виражений один або кілька ДТ-зондів), для визначення конкретної мутації в якості додаткової міри може застосовуватися секвенування гена katG. Для інтерпретації мутацій katG см. Технічне керівництво ВООЗ з використання технології секвенування нового покоління (3).
· У разі виявлення мутацій, пов'язаних з низьким рівнем МІК (тобто, виражені МУТ-зонди на ділянці промотора inhA при відсутності мутацій на ділянці-мішені katG), в якості додаткової міри може застосовуватися секвенування кодуєділянки inhA і гена katG.  Це пов'язано з тим, що одномоментна присутність додаткових мутацій, які в загальносвітовому масштабі зустрічаються рідко, але можуть зустрічатися частіше в певних географічних умовах, на що кодуючій ділянці inhA або на позиціях, відмінних від 315, в гені katG (мутації, які не виявляються GenoType MTBDRplus) (30, 31), може призвести до значного підвищення рівня МІК, який не вдасться компенсувати збільшенням дози препарату.
· Якщо припущення про наявність мутацій, пов'язаних з низьким рівнем МІК, зроблено на підставі того, що на ділянці промотора inhA не відбувається зв'язування ампліконів з ДТ-зондами 
(і не виявлено мутацій на ділянці-мішені katG), рекомендується повторити тест для підтвердження результату.  В якості додаткової діагностичної дії може застосовуватися секвенування промотора inhA для визначення конкретної мутації або фенотиповий ТМЧ до І.
Моксифлоксацин (МФК):
· У разі виявлення мутацій, пов'язаних з низким рівнем МІК (тобто,вираженізонди МУТ1, МУТ2, МУТ3A на ділянці gyrA і (або) зонди МУТ1, МУТ2 на ділянці gyrB), рекомендується виконати фенотиповий ТМЧ до MФК для виключення стійкості при ККТ.
· Якщо припущення про наявність мутацій, пов'язаних з низьким рівнем МІК, зроблено на підставі того, що на ділянках gyrA або gyrB не відбувається зв'язування ампліконів з ДТ-зондами (тобто, не встановлені ДТ-зонди), рекомендується виконати фенотиповий ТМЧ до MФК для виключення стійкості при ККТ. В якості факультативних додаткових діагностичних дій може застосовуватися секвенування ДВСХ gyrA і (або) gyrB для визначення конкретної мутації і (або) фенотиповий ТМЧ до MФК (і/або ЛФК) при ККТ (залежно від лабораторного потенціалу).
Амікацин (Aм), канаміцин (Kм),1капреоміцин (Кпм)1
· Якщо припущення про стійкість зроблено на підставі того, що на ділянці rrs не відбувається зв'язування ампліконів з ДТ-зондами (тобто, не виражений один або кілька ДТ-зондів), рекомендується повторити тест для підтвердження результату. Якщо результат підтверджений, слід виконати фенотиповий ТМЧ до Aм, Км, Кпмдля підтвердження стійкості. В якості додаткової міри для визначення конкретної мутації може застосовуватися секвенування гена rrs.
[image: image12.jpg]


1
Використання Kм та Кпм в лікуванні рифампіцин-стійкого/ТБ-МЛС більше не рекомендується (24). Лабораторіям рекомендується продовжувати складати звітність за результатами для Км і Kпм аж доповної реалізації рекомендацій.
	Інтерпретація результатів аналізу олігонуклеотидними зондами (АОЗ) для препаратів першої лінії (ПЛ)

	Рифампіцин

	Схема 2. Дослідження ділянки визначення стійкості до рифампіцину за допомогою тесту GenoType MTBDRplus

	Ділянка, що визначає стійкість до рифампіцину (ДВСР) гена rpoB, кодони, охоплені ДТ-зондами, і специфічні мутації, ідентифіковані за допомогою МУТ-зондів в ході тесту GenoType MTBDRplus Ver 2.0-, для кишкової палички в порівнянні з системою нумерації кодонів МБТ і номенклатури амінокислот (14). В цілому, тест GenoType MTBDRplus Ver 2.0 має високу специфічність для визначення стійкості до Риф. При наявності сумнівів у достовірності результату рекомендується виконати секвенування rpoB, в якості загальноприйнятого стандартного методу.
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	МУТ 1 D516V (D435V)
	МУТ 2A H526Y (H445Y) 
МУТ 2B H526D (H445D) 
	МУТ 3 S531L (S450L)

	Ділянка-мішень
	MTBDRplus
Зонд
	Досліджувана мутація або ділянка
	Інтерпретація результатів
	Додаткові діагностичні дії
	Клінічні наслідки

	rpoB ДT1
	rpoB ДТ1 не виражений. 
	Мутація (-ї) в кодонах 
505–509 (424–428)b
	Передбачається стійкість до рифампіцину (Риф) 
	Додатково: Виконати секвенування rpoB для виявлення конкретної мутації.
	рифампіцин неефективний

	rpoB ДT2
	rpoB ДT2 не виражений
	Мутація (-ї) в кодонах 
510 – 513 (42 9– 4 32 ) b
	Передбачається стійкість до Риф.
	Додатково: Виконати секвенування rpoB для виявлення конкретної мутації.
	рифампіцин неефективний

	rpoB ДТ2/3
	 rpoB ДТ2 і ДТ3 не виражені. 
	Мутація (-ї) в кодонах 
510 – 517 (42 9 – 4 3 6) b
	Передбачається стійкість до Риф.
	Додатково: Виконати секвенування rpoB для виявлення конкретної мутації.
	рифампіцин неефективний


	Ділянка-мішень
	MTBDRplus
Зонд
	Досліджувана мутація або ділянка
	Інтерпретація результатів
	Додаткові діагностичні дії
	Клінічні наслідки

	rpoB ДT3/4
	rpoB МУТ1 виражений.
	D516V (D435V)b
	Виявлено стійкість до Риф.
	Не потрібно додаткових діагностичних дій.
	рифампіцин неефективний

	
	rpoB ДТ3, ДТ4 і МУТ1 
не виражені.
	Мутація (-і) в кодонах
513-519 (432-438) b
	Передбачається стійкість до Риф.
	Додатково: Виконати секвенування rpoB для виявлення конкретної мутації.
	рифампіцин неефективний

	rpoB ДТ4/5
	rpoB ДТ4 і ДТ5 НЕ виражені.
	Мутація (-ї) в кодонах
516-522 (435-441)b
	Передбачається стійкість до Риф.
	Додатково: Виконати секвенування rpoB для виявлення конкретної мутації.
	рифампіцин неефективний

	rpoB ДТ5/6
	rpoB ДТ5 і ДТ6 НЕ виражені.
	Мутація (-ї) в кодонах
518-525 (437-444)b
	Передбачається стійкість до Риф.
	Додатково: Виконати секвенування rpoB для виявлення конкретної мутації.
	рифампіцин неефективний

	rpoB ДT7
	rpoB МУТ2A виражений.
	H526Y (H445Y) b
	Виявлено стійкість до Риф.
	Не потрібно додаткових діагностичних дій.
	рифампіцин неефективний

	
	rpoB МУТ2B виражений.
	H526D (H445D)b
	Виявлено стійкість до Риф.
	Не потрібно додаткових діагностичних дій.
	рифампіцин неефективний

	
	rpoB ДТ7, МУТ2A і МУТ2B 
НЕ виражені.
	Мутація (-і) в кодонах 
526-529 (445-448) b
	Передбачається стійкість до Риф.
	Додатково: Виконати секвенування rpoB для виявлення конкретної мутації.
	рифампіцин неефективний


	rpoB ДT8
	rpoB МУТ3 виражений.
	S531L (S450L) b
	Виявлено стійкість до Риф.
	Не потрібно додаткових діагностичних дій.
	рифампіцин неефективний

	
	rpoB ДТ8 і МУТ3 НЕ виражені.
	Мутація (-і) в кодонах
 530-533 (449-452) b
	Передбачається стійкість до Риф.
	Додатково: Виконати секвенування rpoB для виявлення конкретної мутації.
	рифампіцин неефективний

	a
Рішення про виконання факультативних діагностичних дій має прийматися з урахуванням групи ризику конкретного пацієнта по стійкості, а також частоти виникнення стійких форм в конкретних географічних умовах, оскільки ці фактори впливають на прогностичну значимість тесту.  Мовчазні мутації можуть виявитися серйозною проблемою в умовах низького рівня стійкості до рифампіцину.

	b
Нумерація кодонів МБТ по Andre et al (32) повідомляється в дужках.


	Ізоніазид

	Ділянка-мішень
	MTBDRplus
Зонд
	Досліджувана мутація або ділянка
	Інтерпретація результатів
	Додаткові діагностичні дії
	Клінічні наслідки

	katG ДT
	katG МУТ1 або МУТ2 виражений.
	S315T1 /S315T2
	Виявлено мутацію, пов'язану з високим рівнем МІК.
	Не потрібно додаткових діагностичних дій.
	Мала ймовірність ефективності ізоніазиду навіть у високих дозах (17).

	
	katG ДТ, МУТ1 і МУТ2
не виражені b
	Мутація (-і) в кодоні 315
	Передбачається мутація, пов'язана з високим рівнем МІК.
	Додатково: Виконати секвенування katG для виявлення конкретної мутації.
	Мала ймовірність ефективності ізоніазиду навіть у високих дозах (17).

	inhA ДТ1
	inhA МУТ1 виражений.
	C-15t
	Виявлено мутацію, пов'язану з як мінімум низьким рівнем МІК.  Виявлено стійкість до Ето/Пто.
	Додатковоc: Виконати секвенування кодуючої ділянки inhA і гена katG.
Без додаткових діагностичних дій для Eто/Пто.
	Велика ймовірність ефективності ізоніазиду в високих дозах (17).
Етіонамід/протіонамід неефективні.

	
	inhA МУТ2 виражений.
	a-16g d
	Виявлено мутацію, цілком ймовірно пов'язану з як мінімум низьким рівнем МІК. З великою ймовірністю виявлена стійкість до Eто/Птo.
	Додатковоc: Виконати секвенування кодуючої ділянки inhA і гена katG.
Без додаткових діагностичних дій для Eто/Пто.
	Велика ймовірність ефективності ізоніазиду в високих дозах (23).
Велика ймовірність неефективності етіонаміду/протіонаміду

	
	InhA ДТ1, МУТ1 і МУТ2 
не виражені.
	Мутація (-і) на ділянці -15d 
	Передбачається мутація, цілком ймовірно пов'язана з як мінімум низьким рівнем МІК. З великою ймовірністю передбачається стійкість до Ето/Птo.
	Рекомендується Повторити ДЛ-АОЗ для підтвердження результату.
Додатково:
· Виконати секвенування для виявлення конкретної мутації.
· Виконати фенотиповий ТМЧ до І, Eто/Птo.
	Велика ймовірність ефективності ізоніазиду в високих дозах (23).
Велика ймовірність неефективності етіонаміду/протіонаміду


	Ділянка-мішень
	MTBDRplus
Зонд
	Досліджувана мутація або ділянка
	Інтерпретація результатів
	Додаткові діагностичні дії
	Клінічні наслідки

	inhA ДТ2
	InhA МУТ3A виражений
	t-8c d
	Виявлено мутацію, цілком ймовірно пов'язану з як мінімум низьким рівнем МІК. З великою ймовірністю виявлена стійкість до Eто/Птo.
	Додатковоc: Виконати секвенування кодуючої ділянки inhA і гена katG.
Без додаткових діагностичних дій для Eто/Пто.
	Велика ймовірність ефективності ізоніазиду в високих дозах (23).
Велика ймовірність неефективності етіонаміду/протіонаміду

	
	InhA МУТ3В виражений
	t-8a d
	Виявлено мутацію, цілком ймовірно пов'язану з як мінімум низьким рівнем МІК. З великою ймовірністю виявлена стійкість до Eто/Птo.
	Додатковоc: Виконати секвенування кодуючої ділянки inhA і гена katG.
Без додаткових діагностичних дій для Eто/Пто.
	Велика ймовірність ефективності ізоніазиду в високих дозах (23).
Велика ймовірність неефективності етіонаміду/протіонаміду

	
	InhA ДТ2, МУТ3A і МУТ3B
НЕ виражені.
	Мутація на ділянці -8d
	Передбачається мутація, цілком ймовірно пов'язана з як мінімум низьким рівнем МІК. З великою ймовірністю передбачається стійкість до Ето/Птo.
	Рекомендується Повторити ПЛ-АОЗ для підтвердження результату.
Додатково:
· Виконати секвенування для виявлення конкретної мутації.
· Виконати фенотиповий ТМЧ до І, Eто/Птo.
	Велика ймовірність ефективності ізоніазиду в високих дозах (23).
Велика ймовірність неефективності етіонаміду/протіонаміду

	a
Рішення про виконання факультативних додаткових діагностичних дій має прийматися з урахуванням групи ризику конкретного пацієнта по стійкості, а також частоти виникнення стійких форм в конкретних географічних умовах, оскільки ці фактори впливають на прогностичну значимість тесту.

	b
Часткова або повна делеція гена katG, пов'язана з високим рівнем МІК, призводить до повної відсутності локусних ліній katG (тобто, не виражені локусний контроль katG, ДТ- і МУТ-зонди)

	c
Одночасна присутність додаткових мутацій, які в загальносвітовому масштабі зустрічаються рідко, але можуть зустрічатися частіше в певних географічних умовах, кодуюча ділянка inhA, або на позиціях, відмінних від 315, в гені katG (мутації, які не виявляються GenoType MTBDRplus) (30, 31) може привести до значного підвищення рівня МІК, який не вдасться компенсувати збільшенням дози препарату.

	d
Для підвищення впевненості в зв'язку цих мутацій з лікарською стійкістю необхідні додаткові дані фенотипового ТМЧ до ізоніазиду


	Інтерпретація результатів аналізу олігонуклеотидними зондами для препаратів другої лінії (ДЛ)

	Фторхінолони

	Схема 3. Дослідження ділянки, яка визначає стійкість до хінолонів гена gyrA, за допомогою тесту GenoType MTBDRsl. 

	Ділянка, яка визначає стійкість до хінолонів (ДВСХ) гена gyrA, кодони, охоплені ДТ-зондами, і специфічні мутації (амінокислотні і нуклеотидні заміни), ідентифіковані за допомогою МУТ-зондів в ході тесту GenoType MTBDRsl Ver 2.0 (15).
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	MУТ 1 A90V gcg>gtg
	МУТ 3A D94A gac>gcc
MУТ 3B D94N gac>aac
MУТ 3B D94Y gac>tac
MУТ 3C D94G gac>ggc
MУТ 3D D94H gac>cac
	

	
	MУТ2 S91P tcg>ccg
	
	

	Ділянка-мішень
	MTBDRS/
Зонд
	Досліджувана мутація або ділянка
	Інтерпретація результатів
	Додаткові діагностичні дії 3
	Клінічні наслідки

	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	Рекомендується Виконати фенотиповий ТМЧ до ФФК для виключення стійкості при ККТ.
Додатково:
· Виконати секвенування ДВСХ gyrA для виявлення конкретної мутації.
· Виконати фенотиповий ТМЧ до ЛФК і МФК при КК.
	Левофлоксацин неефективний. Моксифлоксацин можна використовувати в більш високих дозах. Потрібно переглядати схему лікування на основі результатів фенотипового ТМЧ при ККТ.
Примітка. Рекомендації не застосовуються, якщо проведене до початку лікування секвенування ідентифікувало мутації,які пов'язані зі стійкістю до ФХ, або якщо фенотиповий ТМЧ виявив чутливість при КК.

	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	

	gyrA ДТ1
	gyrA ДТ1 не виражені
	Кодон (-и) 85-89 
	Передбачається стійкість до ЛФК. Передбачається мутація, пов'язана з як мінімум низьким рівнем МІК для МФК.
	
	

	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	


	Ділянка-мішень
	MTBDRS/
Зонд
	Досліджувана мутація або ділянка
	Інтерпретація результатів
	Додаткові діагностичні дії
	Клінічні наслідки

	
	
	
	
	
	

	
	gyrA МУТ1 виражений.
	A90V
	Виявлено стійкість до Лфк. Виявлено мутацію, пов'язану з як мінімум низьким рівнем МІК для MФК.
	Рекомендується Виконати фенотиповий ТМЧ до ФФК для виключення стійкості при ККТ.
	Левофлоксацин неефективний.
Моксифлоксацин можна використовувати в більш високих дозах. Потрібно переглядати схему лікування на основі результатів фенотипового ТМЧ при ККТ.

	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	

	
	gyrA МУТ2 виражений.
	S91P
	Виявлено стійкість до Лфк. Виявлено мутацію, пов'язану з як мінімум низьким рівнем МІК для MФК.
	Рекомендується Виконати фенотиповий ТМЧ до ФФК для виключення стійкості при ККТ.
	Левофлоксацин неефективний.
Моксифлоксацин можна використовувати в більш високих дозах. Потрібно переглядати схему лікування на основі результатів фенотипового ТМЧ при ККТ.

	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	

	gyrA ДТ2
	gyrA ДТ2, МУТ1 і МУТ2 не виражені.
	Кодон (-и) 89-93
	Передбачається стійкість до ЛФК. Передбачається мутація, пов'язана з як мінімум низьким рівнем МІК для МФК.
	Рекомендується Виконати фенотиповий ТМЧ до ФФК для виключення стійкості при ККТ.
Додатково:
· Виконати секвенування ДВСХ gyrA для виявлення конкретної мутації.
· Виконати фенотиповий ТМЧ до ЛФК і МФК при КК.
	Левофлоксацин неефективний.
Моксифлоксацин можна використовувати в більш високих дозах. Потрібно переглядати схему лікування на основі результатів фенотипового ТМЧ при ККТ.
Примітка. Рекомендації не застосовуються, якщо проведене до початку лікування секвенування ідентифікувало мутації,які пов'язані зі стійкістю до ФХ, або якщо фенотиповий ТМЧ виявив чутливість при КК.

	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	

	gyrA ДТ3
	gyrA МУТ3 виражений
	D94A
	Виявлено стійкість до Лфк. Виявлено мутацію, пов'язану з як мінімум низьким рівнем МІК для MФК.
	Рекомендується Виконати фенотиповий ТМЧ до ФФК для виключення стійкості при ККТ.
	Левофлоксацин неефективний.
Моксифлоксацин можна використовувати в більш високих дозах. Потрібно переглядати схему лікування на основі результатів фенотипового ТМЧ при ККТ.

	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	

	
	gyrA МУТ3В виражений
	D94N або D94Y
	Виявлено стійкість до Лфк. Виявлено мутація, пов'язана з високим рівнем МІК для MФК.
	Не потрібно додаткових діагностичних дій.
	Левофлоксацин неефективний. 
Моксифлоксацин неефективний.

	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	


	Ділянка-мішень
	MTBDRS/
Зонд
	Досліджувана мутація або ділянка
	Інтерпретація результатів
	Додаткові діагностичні дії
	Клінічні наслідки

	
	
	
	
	
	

	
	gyrA МУТ3С виражений
	D94G
	Виявлено стійкість до Лфк. Виявлено мутація, пов'язана з високим рівнем МІК для MФК.
	Не потрібно додаткових діагностичних дій.
	Левофлоксацин неефективний. Моксифлоксацин неефективний.

	
	
	
	
	
	

	
	gyrA МУТ3D виражений
	D94H
	Виявлено стійкість до Лфк. Виявлено мутація, пов'язана з високим рівнем МІК для MФК.
	Не потрібно додаткових діагностичних дій.
	Левофлоксацин неефективний. Моксифлоксацин неефективний.

	
	
	
	
	
	

	gyrA ДТ3
	gyrA ДТ3, МУТ3А, МУТ3В, МУТ3С, МУТ3D не виражені
	Кодон (-и) 92-96
	Передбачається стійкість до ЛФК. Передбачається мутація, пов'язана з як мінімум низьким рівнем МІК для МФК.
	Рекомендується Виконати фенотиповий ТМЧ до ФФК для виключення стійкості при ККТ.
Додатково:
· Виконати секвенування ДВСХ gyrA для виявлення конкретної мутації.
· Виконати фенотиповий ТМЧ до ЛФК і МФК при КК.
	Левофлоксацин неефективний.
Моксифлоксацин можна використовувати в більш високих дозах. Потрібно переглядати схему лікування на основі результатів фенотипового ТМЧ при ККТ.
Примітка. Рекомендації не застосовуються, якщо проведене до початку лікування секвенування ідентифікувало мутації,які пов'язані зі стійкістю до ФХ, або якщо фенотиповий ТМЧ виявив чутливість при КК.

	
	
	
	
	
	

	a
Рішення про виконання факультативних додаткових діагностичних дій має прийматися з урахуванням групи ризику конкретного пацієнта по стійкості, а також частоти виникнення стійких форм в конкретних географічних умовах, оскільки ці фактори впливають на прогностичну значимість тесту.


	Ділянка-мішень
	MTBDRS/
Зонд
	Досліджувана мутація або ділянка
	Інтерпретація результатів
	Додаткові діагностичні дії
	Клінічні наслідки

	
	
	
	
	
	

	
	gyrB МУТ1 виражений
	N538D (кодон 499)b
	Виявлено стійкість до Лфк. Виявлено мутацію, пов'язану з як мінімум низьким рівнем МІК для MФК.
	Рекомендується Виконати фенотиповий ТМЧ до MФК для ККТ для виключення стійкості.
	Левофлоксацин неефективний.
Моксифлоксацин можна використовувати в більш високих дозах. Потрібно переглядати схему лікування на основі результатів фенотипового ТМЧ при ККТ.

	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	

	gyrB ДТ
	gyrB МУТ2 виражений
	E540V (кодон 501)b
	Виявлено стійкість до Лфк. Виявлено мутацію, пов'язану з як мінімум низьким рівнем МІК для MФК.
	Рекомендується Виконати фенотиповий ТМЧ до MФК для ККТ для виключення стійкості.
	Левофлоксацин неефективний.
Моксифлоксацин можна використовувати в більш високих дозах. Потрібно переглядати схему лікування на основі результатів фенотипового ТМЧ при ККТ.

	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	

	
	gyrB ДТ, МУТ1 та МУТ2 не виражені
	Кодон(и) 536-541 (кодон 497-502)b
	Передбачається стійкість до ЛФК. Передбачається мутація, пов'язана з як мінімум низьким рівнем МІК для МФК.
	Рекомендується Виконати фенотиповий ТМЧ до MФК для ККТ для виключення стійкості.
Додатково:
· Виконати секвенування ДВСХ gyrA для виявлення конкретної мутації.
· Виконати фенотиповий ТМЧ до ЛФК і МФК при КК.
	Левофлоксацин неефективний.
Моксифлоксацин можна використовувати в більш високих дозах. Потрібно переглядати схему лікування на основі результатів фенотипового ТМЧ при ККТ.
Примітка. Рекомендації не застосовуються, якщо проведене до початку лікування секвенування ідентифікувало мутації,які пов'язані зі стійкістю до ФХ, або якщо фенотиповий ТМЧ виявив чутливість при КК.

	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	

	a
Рішення про виконання факультативних додаткових діагностичних дій має прийматися з урахуванням групи ризику конкретного пацієнта по стійкості, а також частоти виникнення стійких форм в конкретних географічних умовах, оскільки ці фактори впливають на прогностичну значимість тесту.

	b
Система нумерації кодонів за Camus et al (33).


	Ін’єкційні препарати другої лінії a

	Ділянка-мішень
	MTBDRS/
Зонд
	Досліджувана мутація або ділянка
	Результат
Інтерпретація результату для канаміцину (Км)
	Результат
Інтерпретація результату для амікацину (Aм)
	Результат
Інтерпретація результату для капреоміцину (Кпм)
	Додаткові діагностичні дії
	Клінічні наслідки

	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	

	rrs ДТ1
	rrs МУТ1 виражений
	a1401g
	Виявлено стійкість до Kм.
	Виявлено стійкість до Ам.
	Виявлено стійкість до Кпм.
	Не потрібно додаткових діагностичних дій.
	Амікацин, канаміцин і капреоміцин неефективні.

	
	
	
	
	
	
	
	

	
	rrs ДТ1 і МУТ1 не виражені.
	Мутація (-і) на ділянці 1400 
	Передбачається стійкість до Kм.
	Передбачається стійкість до Амc
	Передбачається стійкість до Kпм.
	Рекомендується
Повторити тест ДЛ-АОЗ і в разі підтвердження результату виконати фенотиповий ТМЧ до Aм, Kм, Кпм.
Додатково: Виконати секвенування для виявлення конкретної мутації.
	Велика ймовірність неефективності канаміцину і капреоміцину. Рішення про використання амікацину в схемі лікування приймається за результатами фенотипового ТМЧ

	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	

	rrs ДТ2
	rrs ДТ2 виражений
	g1484t
	Виявлено стійкість до Kм.
	Виявлено стійкість до Ам.
	Виявлено стійкість до Кпм.
	Не потрібно додаткових діагностичних дій.
	Амікацин, канаміцин і капреоміцин неефективні.

	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	

	
	rrs ДТ2 та МУТ2 не виражені
	Мутація в ділянці 1484
	Передбачається стійкість до Kм.
	Передбачається стійкість до Ам.
	Передбачається стійкість до Kпм.
	Рекомендується
Повторити тест ДЛ-АОЗ і в разі підтвердження результату виконати фенотиповий ТМЧ до Aм, Kм та Кпм. 
Додатково: Виконати секвенування для виявлення конкретної мутації.
	Велика ймовірність неефективності амикацину, канаміцину і капреоміцину.

	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	


	Ділянка-мішень
	MTBDRS/
Зонд
	Досліджувана мутація або ділянка
	Результат
Інтерпретація результату для канаміцину (Км)
	Результат
Інтерпретація результату для амікацину (Aм)
	Результат
Інтерпретація результату для капреоміцину (Кпм)
	Додаткові діагностичні дії
	Клінічні наслідки

	
	
	
	
	
	
	
	

	eis ДТ1
	eis ДТ1 не виражений
	Мутація (-і) на ділянці -37
	Передбачається стійкість до Kм.
	Стійкість до Ам не виявлено.
	Стійкість до Кпм не виявлено.
	Додатково: Додатково виконати секвенування для виявлення конкретної мутації.
	Велика ймовірність ефективності амикацину.
Велика ймовірність ефективності капреоміцину.
Канаміцин неефективний.

	
	
	
	
	
	
	
	

	eis ДТ2 
	eis МУТ1 виражений
	c-14t
	Виявлено стійкість до Kм.
	Стійкість до Ам не виявлено.
	Стійкість до Кпм не виявлено.
	Додатково: Додатково виконати секвенування для виявлення конкретної мутації.
	Велика ймовірність ефективності амикацину.
Велика ймовірність ефективності капреоміцину.
Канаміцин неефективний.

	
	
	
	
	
	
	
	

	
	eis ДТ2 і МУТ1 не виражені
	Мутація(ї) в ділянках з -10 пo -15
	Передбачається стійкість до Kм.
	Стійкість до Ам не виявлено.
	Стійкість до Кпм не виявлено.
	Додатково: Додатково виконати секвенування для виявлення конкретної мутації.
	Велика ймовірність ефективності амикацину.
Велика ймовірність ефективності капреоміцину.
Велика ймовірність неефективності канаміцину.

	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	

	eis ДТ3
	eis ДТ3 не виражений
	Мутація (-і) на ділянці -2
Примітка. Немає доказів, що мутації на цій ділянці пов'язані зі стійкістю (1)
	Стійкість до Км не виявлена.
	Стійкість до Ам не виявлено.
	Стійкість до Кпм не виявлено.
	Додатково: Додатково виконати секвенування для виявлення конкретної мутації.
	Велика ймовірність ефективності амикацину.
Велика ймовірність ефективності капреоміцину.
Велика ймовірність ефективності канаміцину

	
	
	
	
	
	
	
	

	a
ВООЗ більше не рекомендує використовувати канаміцин і капреоміцин в зв'язку з підвищеним ризиком неефективного лікування і рецидивів при застосуванні в довгострокових схемах лікування ТБ-МЛС (23). Інтерпретація тесту ДЛ-АОЗ для канаміцину і капреоміцину включена в цей документ з метою забезпечити тимчасове керівництво на перехідному етапі.

	

	b
Рішення про виконання факультативних додаткових діагностичних дій має прийматися з урахуванням групи ризику конкретного пацієнта по стійкості, а також частоти виникнення стійких форм в конкретних географічних умовах, оскільки ці фактори впливають на прогностичну значимість тесту

	

	c
З урахуванням того, що на ділянці 1400 rrs не виражені МУТ-зонди, виявити конкретну мутацію не представляється можливим.  Так як даний профіль зв'язування може бути викликаний мутацією, яка з великою ймовірністю не пов'язана зі стійкістю до Aм (наприклад, c1402t), виноситься припущення про наявність стійкості до лікарського препарату, яке дійсно до тих пір, поки не буде виконаний фенотиповий ТМЧ і його результати не будуть використані для перегляду схеми лікування.

	


	Керівництво з оцінки випадків лікарсько-стійкого туберкульозу на основі ДЛ-АОЗ

	ВИПАДОК 1
Не виявлено і не передбачається мутацій стійкості на будь-якій з ділянокгенома, охоплених тестом ДЛ-АОЗ.
При ВР-LPA виражені всі смуги ДТ і не виражена жодна смуга МУТ.

	Контроль кон’югації
	Контроль ампліфікації
	ТУБ
	gyrA
	gyrA ДТ1
	gyrA ДТ2
	gyrA ДТ3
	gyrA MУТ1 (A90V)
	gyrA MУТ2 (S91P)
	gyrA MУТ3A (D94A)
	gyrA MУТ3B (D94N/Y)
	gyrA MУТ3C (D94G)
	gyrA MУТ3D (D94H)
	gyre
	gyre ДТ
	gyrB МУТ1 (N538D)
	gyre МУТ2 (E540V)
	rrs
	rrs ДТ1
	rrs ДТ2
	rrs МУТ1 (a1401g)
	rrs МУТ2 (g1484t)
	e/s
	e/s ДТ1
	e/s ДТ2
	e/s ДТ3
	e/s МУТ1 (c-14t)
	M
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	Генотиповий звіт: 
Стійкість не виявлена
Додаткова діагностична дія:

	Додатково:
· Виконати фенотиповий ТМЧ до Лфк при КК (наприклад КК:  1,0 мг/л в системі MGIT і 7H10) і (або) до MФК при КК і ККТ (приклад КК:  0,25 мг/л у системі MGIT і 0,5 мг/л на 7H10; ККТ:  1,0 мг/л в системі MGIT і 2,0 мг/л на 7H10).
· Виконати фенотиповий ТМЧ до досліджуваного препарату ІПДЛ. 
Рішення про виконання факультативних додаткових дій має прийматися з урахуванням групи ризику конкретного пацієнта по стійкості (наприклад, попередній вплив препаратів ДЛ, передбачувана неефективність лікування), а такожчастоти виникнення стійких форм в конкретних географічних умовах, оскільки ці фактори впливають на прогностичну значимість тесту.

	Клінічні наслідки:
Приступити до лікування ТБ-МЛС  Переглянути схему лікування на основі результатів фенотипового ТМЧ.


	ВИПАДОК 2
Виявлення мутацій стійкості до MfФК пов'язаних з високим рівнем МІК

	Контроль кон’югації
	Контроль ампліфікації
	ТУБ
	gyrA
	gyrA ДТ1
	gyrA ДТ2
	gyrA ДТ3
	gyrA MУТ1 (A90V)
	gyrA MУТ2 (S91P)
	gyrA MУТ3A (D94A)
	gyrA MУТ3B (D94N/Y)
	gyrA MУТ3C (D94G)
	gyrA MУТ3D (D94H)
	gyrB
	gyrB ДТ
	gyrB МУТ1 (N538D)
	gyrB МУТ2 (E540V)
	rrs
	rrs ДТ1
	rrs ДТ2
	rrs МУТ1 (a1401g)
	rrs МУТ2 (g1484t)
	e/s
	e/s ДТ1
	e/s ДТ2
	e/s ДТ3
	e/s МУТ1 (c-14t)
	M
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	Якщо виражений один з наступних МУТ-зондів:
· gyrA МУТ3C (тобто, GyrA D94G) (див. Схему вище для прикладу),
· gyrA МУТ3D (тобто,. GyrA D94H),
· gyrA МУТ3B (тобто, GyrA D94N/Y).

	Генотиповий звіт:
Левофлоксацин: виявлена стійкість.
Моксифлоксацин: виявлена мутація, пов'язана з високим рівнем МІК для MФК

	Додаткова діагностична дія:
Додатково: Виконати фенотиповий ТМЧ до досліджуваного препарату ІПДЛ.

	Клінічні наслідки:
МФК навіть у високих дозах не може розглядатися як ефективний препарат.

	ВИПАДОК 3
Виявлення мутацій, пов'язаних з як мінімум низьким рівнем МІК для MФК

	Контроль кон’югації
	Контроль ампліфікації
	ТУБ
	gyrA
	gyrA ДТ1
	gyrA ДТ2
	gyrA ДТ3
	gyrA MУТ1 (A90V)
	gyrA MУТ2 (S91P)
	gyrA MУТ3A (D94A)
	gyrA MУТ3B (D94N/Y)
	gyrA MУТ3C (D94G)
	gyrA MУТ3D (D94H)
	gyrB
	gyrB ДТ
	gyrB МУТ1 (N538D)
	gyre МУТ2 (E540V)
	rrs
	rrs ДТ1
	rrs ДТ2
	rrs МУТ1 (a1401g)
	rrs МУТ2 (g1484t)
	e/s
	e/s ДТ1
	e/s ДТ2
	e/s ДТ3
	e/s МУТ1 (c-14t)
	M
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	Якщо виражений один з наступних МУТ-зондів:
· gyrA МУТ1 (тобто, GyrA A90V) (див. Схему вище для прикладу),
· gyrA МУТ2 (тобто, GyrA S91P),
· gyrA МУТ3A (тобто, GyrA D94A),
· gyrB МУТ1 (тобто, GyrB N538D),
· gyrB МУТ2 (тобто, GyrB E540D).

	Генотиповий звіт:
Левофлоксацин: виявлена стійкість.
Моксифлоксацин: Виявлено мутацію, пов'язану з як мінімум низьким рівнем МІК для MФК.

	Додаткова діагностична дія:
Рекомендується Виконати фенотиповий ТМЧ до MФК для ККТ згідно випадку 1.
Додатково: Виконати фенотиповий ТМЧ до досліджуваного препарату ІПДЛ.

	Клінічні наслідки:
МФК можна використовувати в більш високих дозах. Потрібно переглядати схему лікування на основі результатів фенотипового ТМЧ при ККТ.

	ВИПАДОК 4
Конкретна мутація невідома, її наявність лише передбачається на ділянкахфторхінолонів (ФХ) (тобто, gyrA і gyrB).

	Контроль кон’югації
	Контроль ампліфікації
	ТУБ
	gyrA
	gyrA ДТ1
	gyrA ДТ2
	gyrA ДТ3
	gyrA MУТ1 (A90V)
	gyrA MУТ2 (S91P)
	gyrA MУТ3A (D94A)
	gyrA MУТ3B (D94N/Y)
	gyrA MУТ3C (D94G)
	gyrA MУТ3D (D94H)
	gyre
	gyre ДТ
	gyrB МУТ1 (N538D)
	gyre МУТ2 (E540V)
	rrs
	rrs ДТ1
	rrs ДТ2
	rrs МУТ1 (a1401g)
	rrs МУТ2 (g1484t)
	e/s
	e/s ДТ1
	e/s ДТ2
	e/s ДТ3
	e/s МУТ1 (c-14t)
	M
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	Якщо не виражений один з наступних ДТ-зондів:
• gyrA ДТ1 (тобто, відсутній зонд ДТ1 gyrA) (див. Схему вище для прикладу),
• gyrA ДТ2 (тобто, відсутній зонд ДТ2 gyrA),
• gyrA ДТ3 (тобто, відсутній зонд ДТ3 gyrA),
• gyrB ДТ (тобто, відсутній зонд ДТ gyrB),
і не виражений жоден з МУТ-зондів на ділянках gyrA і gyrB.


Генотиповий звіт:
Левофлоксацин: стійкість передбачається.
Моксифлоксацин: Передбачається мутація, пов'язана з як мінімум низьким рівнем МІК для МФК.
Додаткова діагностична дія:
Рекомендується Виконати фенотиповий ТМЧ до MФК для ККТ згідно випадку 1.
Додатково, але в деяких умовах рекомендовано:1 секвенування ДВСХ gyrA і gyrB для виявлення мутації стійкості і виключення синонімічних і несинонімічних мутацій, які викликають стійкість (систематичні хибнопозитивні результати) (інтерпретувати на основі випадків 2-4 і слідувати відповідним рекомендаціям для фенотипового ТМЧ).
Якщо секвенування недоступно, виконати фенотиповий ТМЧ до Lфх і (або) Mфхпри КК за прикладом випадку 1.
Додатково: Виконати фенотиповий ТМЧ до досліджуваного препарату ІПДЛ.
Клінічні наслідки:
Левофлоксацин неефективний.
МФК можна використовувати в більш високих дозах. Потрібно переглядати схему лікування на основі результатів фенотипового ТМЧ при ККТ.
Примітка. Рекомендації не застосовуються, якщо проведене до початку лікування секвенування ідентифікувало мутації,які пов'язані зі стійкістю до ФХ, або якщо фенотиповий ТМЧ виявив чутливість при КК.
1
Якщо зв'язування зонда ДТ не відбувається паралельно зі зв'язуванням мутантного зонда, це викликано наявністю мутації стійкості (наприклад, gyrA G88A). При цьому можливі систематичні помилки через наявність синонімічних або несинонімічних мутацій.   У загальносвітовому масштабі такі випадки рідкісні (<1% ізолятів), але на місцевому рівні цей відсоток може бути вищим. На жаль, неможливо передбачити, в яких умовах такі випадки будуть виникати частіше, тому кожна лабораторія повинна приймати рішення про секвенування ДВСХ на підставі даних місцевої епідеміології.  Наприклад, мутація gyrA A90G, що запобігає зв'язування gyrA ДТ2, часто зустрічається в Республіці Конго і Демократичній Республіці Конго, а синонімічні кодон-мутації на ділянці 96 gyrA, що запобігає зв'язування gyrA ДТ3, часто зустрічається в Медельїні (Колумбія) (9).  В обох наведених прикладах рекомендується виконати секвенування.
	ВИПАДОК 5
Виявлення мутацій, що викликають стійкість до препаратів ІПДЛ.

	Контроль кон’югації
	Контроль ампліфікації
	ТУБ
	gyrA
	gyrA ДТ1
	gyrA ДТ2
	gyrA ДТ3
	gyrA MУТ1 (A90V)
	gyrA MУТ2 (S91P)
	gyrA MУТ3A (D94A)
	gyrA MУТ3B (D94N/Y)
	gyrA MУТ3C (D94G)
	gyrA MУТ3D (D94H)
	gyre
	gyrB ДТ
	gyre МУТ1 (N538D)
	gyrB МУТ2 (E540V)
	rrs
	rrs ДТ1
	rrs ДТ2
	rrs МУТ1 (a1401g)
	rrs МУТ2 (g1484t)
	e/s
	eis ДТ1
	e/s ДТ2
	e/s ДТ3
	e/s МУТ1 (c-14t)
	M
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	Якщо виражена одна з наступних МУТ-смуг:
• rrs МУТ1 (тобто, rrs a1401g) (див. Схему вище для прикладу)
• rrs МУТ2 (тобто, rrs g1484t),
• eis МУТ1 (тобто, eis c-14t).

	Генотиповий звіт:
У разі наявності лише мутацій rrs або мутацій як на rrs, так і на eis
• Амікацин: виявлена стійкість.
• Канаміцин: виявлена стійкість.
• Капреоміцин: виявлена стійкість.

	Тільки в разі мутації eis c-14t
• Амікацин: Стійкість не виявлена
• Канаміцин: виявлена стійкість.
• Капреоміцин: Стійкість не виявлена

	Додаткова діагностична дія:
Додатково: Виконати фенотиповий ТМЧ до ФХ згідно випадку 1.

	Клінічні наслідки:
У разі наявності лише мутацій rrs або мутацій як на rrs, так і на eis, прогнозуєтьсястійкість до препаратів ІПДЛ.
Тільки в разі мутації eis c-14t: амікацин ефективний.


	ВИПАДОК 6
Конкретна мутація невідома, її наявність лише передбачається на ділянці rrs.

	Контроль кон’югації
	Контроль ампліфікації
	ТУБ
	gyrA
	gyrA ДТ1
	gyrA ДТ2
	gyrA ДТ3
	gyrA MУТ1 (A90V)
	gyrA MУТ2 (S91P)
	gyrA MУТ3A (D94A)
	gyrA MУТ3B (D94N/Y)
	gyrA MУТ3C (D94G)
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	Якщо не виражений один з наступних ДТ-зондів:
• rrs ДТ1 (не виражений зонд ДТ1 rrs) (див. Схему вище для прикладу),
• rrs ДТ2 (не виражений зонд ДТ2 rrs),
і не виражений жоден з МУТ-зондів на ділянці rrs.

	Генотиповий звіт:
У разі мутації на ділянці rrs 1400
• Амікацин: стійкість передбачається 1
• Канаміцин: стійкість передбачається
• Капреоміцин: стійкість передбачається
У разі мутації на ділянці rrs 1484
• Амікацин: стійкість передбачається
• Канаміцин: стійкість передбачається
• Капреоміцин: стійкість передбачається

	Додаткова діагностична дія:
Рекомендується Повторити тест і в разі підтвердження результату виконати фенотиповий ТМЧ до Aм.
Додатково: Виконати секвенування для виявлення конкретної мутації. 
Виконати фенотиповий ТМЧ до ФХ згідно випадку 1.

	Клінічні наслідки:
Велика ймовірність неефективності канаміцину і капреоміцину.

	1
З урахуванням того, що на ділянці 1400 rrs не виражені МУТ-зонди, виявити конкретну мутацію не представляється можливим.  Так як даний профіль зв'язування може бути викликаний мутацією, яка з великою ймовірністю не пов'язана зі стійкістю до Aм (наприклад, c1402t), виноситься припущення про наявність стійкості до лікарського препарату, яке дійсно до тих пір, поки не буде виконаний фенотиповий ТМЧ і його результати не будуть використані для перегляду схеми лікування.




	ВИПАДОК 7
Конкретна мутація невідома, її наявність лише передбачається на ділянці eis.

	Контроль кон’югації
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	gyrA MУТ3B (D94N/Y)
	gyrA MУТ3C (D94G)
	gyrA MУТ3D (D94H)
	gyre
	gyrB ДТ
	gyre МУТ1 (N538D)
	gyrB МУТ2 (E540V)
	rrs
	rrs ДТ1
	rrs ДТ2
	rrs МУТ1 (a1401g)
	rrs МУТ2 (g1484t)
	e/s
	e/s ДТ1
	e/s ДТ2
	e/s ДТ3
	e/s МУТ1 (c-14t)
	M
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	Якщо не виражений один з наступних ДТ-зондів:
· eis ДТ1 (не виражений зонд ДТ1 eis) (тобто, eis g-37t),
· eis ДТ2 (не виражений зонд ДТ2 eis) (тобто, eis c-12t або g-10a) (див. Схему вище для прикладу),
і не виражений жоден з МУТ-зондів на ділянці eis

	Генотиповий звіт:
У тому випадку, якщо передбачаються мутації в eis (і немає додаткових мутацій на ділянці rrs)
· Амікацин: Стійкість не виявлена
· Канаміцин: стійкість передбачається
· Капреоміцин: Стійкість не виявлена

	Додаткова діагностична дія:
Додатково: Виконати фенотиповий ТМЧ до ФХ згідно випадку 1, а також до Aм і Кпм.

	Клінічні наслідки: 
Велика ймовірність ефективності амикацину.
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	Додаток 1.
Форма звітності щодо ПЛ-АОЗ: приклади з практики

	Зверніть увагу, що розділ «Висновок» наведено виключно для довідки і не повинен бути частиною лабораторного звіту.
Приклад 1

	Препарат
	Ген
	Мутація
	Інтерпретація
	Висновок

	Рифa
	rpoB
	H526Y
	Виявлено стійкість до Риф.
	Рифампіцин неефективний.

	Іa
	katG
	Мутація (-і) на ділянці кодону 315
	Передбачається мутація, пов'язана з високим рівнем МІК.
	Мала ймовірність ефективності ізоніазиду навіть у високих дозах.

	
	inhA
	t-8a
	
	

	Ето/Пто
	inhA
	t-8a
	З великою ймовірністю виявлена стійкість до Eто/Птo.
	Велика ймовірність неефективності етіонаміду і протіонаміду.

	Приклад 2

	Препарат
	Ген
	Мутація
	Інтерпретація
	Висновок

	Риф
	rpoB
	Мутацій не виявлено.
	Стійкість до Риф не виявлена.
	Рифампіцин ефективний.

	Іa
	katG
	S315T
	Виявлено мутацію, пов'язану з високим рівнем МІК.
	Ізоніазид неефективний навіть у високих дозах.

	
	inhA
	c-15t
	
	

	Ето/Пто
	inhA
	c-15t
	Виявлено стійкість до Ето/Пто.
	Етіонамід і протіонамід неефективні.

	Приклад 3

	Препарат
	Ген
	Мутація
	Інтерпретація
	Висновок

	Риф
	rpoB
	Мутація(-ї) в кодонах 516-522 (435-441)
	Передбачається стійкість до Риф. 
	Рифампіцин неефективний.

	І
	katG
	Мутацій не виявлено.
	Виявлено мутацію, цілком ймовірно пов'язану з як мінімум низьким рівнем МІК.
	Велика ймовірність ефективності ізоніазиду в високих дозах.

	
	inhA
	t-8c
	
	

	Ето/Пто
	inhA
	t-8c
	З великою ймовірністю виявлена стійкість до Eто/Птo.
	Велика ймовірність неефективності етіонаміду і протіонаміду.

	a
При наявності більш одного інформативного зонда на лікарський препарат результати повинні бути представлені в відповідно до такої ієрархією (де знак «>» означає перевищення).
Для І: Виявлено мутацію, пов'язану з високим рівнем МІК> Передбачається мутація, пов'язана з високим рівнем МІК> Виявлено мутацію, пов'язану з як мінімум низьким рівнем МІК> Передбачається мутація, пов'язана з як мінімум низьким рівнем МІК> стійкість не виявлена 
Для Риф: Виявлено стійкість> Передбачається стійкість> стійкість не виявлена.


	Додаток 2
Форма звітування результатів ДЛ-АОЗ: практичні приклади

	Зверніть увагу, що розділ «Висновок» наведено виключно для довідки і не повинен бути частиною лабораторного звіту.
Приклад 1

	Препарат
	Ген
	Мутація
	Інтерпретація
	Висновок

	Лфкa
	gyrA
	D94A
	Виявлено стійкість до Лфк.
	Левофлоксацин неефективний.

Моксифлоксацин можна використовувати в більш високих дозах. Потрібно переглядати схему лікування на основі результатів фенотипового ТМЧ при ККТ.

	
	gyrB
	Мутацій немає
	
	

	МФКa
	gyrA
	D94A
	Виявлено мутацію, пов'язану з як мінімум низьким рівнем МІК для MФК.
	

	
	gyrB
	Мутацій немає
	
	

	Кмa
	rrs
	a1401g
	Виявлено стійкість до Kм.
	Канаміцин неефективний. 

Амікацин неефективний. 

Капреоміцин неефективний.

	
	eis промотор
	Мутація(ї) в ділянках з -10 пo -15
	
	

	Ам
	rrs
	a1401g
	Виявлено стійкість до Ам.
	

	Кпм
	rrs
	a1401g
	Виявлено стійкість до Кпм.
	

	Приклад 2

	Препарат
	Ген
	Мутація
	Інтерпретація
	Висновок

	Лфк
	gyrA
	A90V
	Виявлено стійкість до Лфк.
	Левофлоксацин неефективний.

Моксифлоксацин можна використовувати в більш високих дозах. Потрібно переглядати схему лікування на основі результатів фенотипового ТМЧ при ККТ.

	
	gyrB
	Мутацій немає
	
	

	МФК
	gyrA
	A90V
	Виявлено мутацію, пов'язану з як мінімум низьким рівнем МІК для MФК.
	

	
	gyrB
	Мутацій немає
	
	

	Км
	rrs
	Мутацій немає
	Передбачається стійкість до Kм.
	Канаміцин неефективний. 

Амікацин ефективний. 

Капреоміцин ефективний.

	
	eis промотор
	Мутація (-і) на ділянці -37
	
	

	Ам
	rrs
	Мутацій немає
	Стійкість до Ам не виявлено.
	

	Кпм
	rrs
	Мутацій немає
	Стійкість до Кпм не виявлено.
	


	Приклад 3

	Препарат
	Ген
	Мутація
	Інтерпретація
	Висновок

	Лфк
	gyrA
	Мутація (-ї) в кодонах 89-93
	Передбачається стійкість Лфк.
	Левофлоксацин неефективний.
Моксифлоксацин можна використовувати в більш високих дозах. Потрібно переглядати схему лікування на основі результатів фенотипового ТМЧ при ККТ.
Примітка. Рекомендації не застосовуються, якщо проведене до початку лікування секвенування ідентифікувало мутації,які пов'язані зі стійкістю до ФХ, або якщо фенотиповий ТМЧ виявив чутливість при КК.

	
	
	
	
	

	
	gyrB
	Мутацій немає
	
	

	МФК
	gyrA
	Мутація (-ї) в кодонах 89-93
	Передбачається мутація, пов'язана з як мінімум низьким рівнем МІК для МФК.
	

	
	
	
	
	

	
	
	
	
	

	
	
	
	
	

	
	
	
	
	

	
	
	
	
	

	
	
	
	
	

	
	gyrB
	Мутацій немає
	
	

	
	
	
	
	

	Км
	rrs
	Мутацій немає
	Стійкості до Kм НЕ виявлено.
	Канаміцин ефективний. 
Амікацин ефективний. 
Капреоміцин ефективний.

	
	eis промотор
	Мутація (-і) на ділянці -2
	
	

	
	
	
	
	

	
	
	
	
	

	Ам
	rrs
	Мутацій немає
	Стійкості до Ам НЕ виявлено.
	

	Кпм
	rrs
	Мутацій немає
	Стійкості до Kпм НЕ виявлено.
	

	a
При наявності більш одного інформативного зонда на лікарський препарат результати повинні бути представлені в відповідно до такої ієрархією (де знак «>» означає перевищення).
Для Лфк, Ам, Км, Кпм; Виявлено стійкість> Передбачається стійкість> стійкість не виявлена. 
Для МФК: Виявлено мутацію, пов'язану з високим рівнем МІК> Виявлено мутацію, пов'язану з як мінімум низьким рівнем МІК> Передбачається мутація, пов'язана з як мінімум низьким рівнем МІК> стійкість не виявлена.


	Додаток 3.
Специфічні нуклеотидні заміни, виявлені за допомогою МУТ-зондів

	Зверніть увагу, що деякі амінокислотні (АК) заміни, ідентифіковані в ході ПЛ- і ДЛ-АОЗ, викликані нуклеотидними замінами, які розпізнаються МУТ-зондами. Наприклад, мутація gyrA A90V викликана двома можливими нуклеотиднимизамінами, а саме: (i) gcg> gtg або (ii) gcg> gtc. При цьому зондом gyrA МУТ1 буде розпізнано тільки перша нуклеотидна заміна (gcg> gtg), а друга (gcg> gtc) буде виявлена тільки по відсутності gyrA ДТ2 (тобто, gyrA ДТ2 не виявлено).

	
	МУТ-зонд
	АК-заміна
	Нуклеотидна заміна

	rpoB МУТ-зонди
	MУТ1
	D516V (D435V)
	gac>gtc

	
	MУT2A
	H526Y (H445Y)
	cac>tac

	
	MУT2B
	H526D (H445D)
	cac>gac

	
	MУT3
	S531L (S450L)
	tcg>ttg

	
	
	
	

	
	МУТ-зонд
	АК-заміна
	Нуклеотидна заміна

	katG МУТ-зонди
	MУТ1
	S315T
	agc>acc

	
	MУT2
	S315T
	agc>aca

	
	
	
	

	
	МУТ-зонд
	АК-заміна
	Нуклеотидна заміна

	
	MУТ1
	A90V
	gcg>gtg

	
	MУT2
	S91P
	tcg>ccg

	
	MУT3A
	D94A
	gac>gcc

	gyrA МУТ-зонди
	MУT3B
	D94N
	gac>aac

	
	MУT3B
	D94Y
	gac>tac

	
	MУT3C
	D94G
	gac>ggc

	
	MUT3D
	D94H
	gac>cac

	
	
	
	

	
	МУТ-зонд
	АК-заміна
	Нуклеотидна заміна

	gyrB МУТ-зонди
	MУТ1
	N538D (N499D)
	aac>gac

	
	MУT2
	E540V (E501V)
	gaa>gta
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