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!

目的 分析荧光
JAF

探针熔解曲线法与微孔板法药物敏感性试验%简称1药敏试验2&检测结核分枝

杆菌%

CIZ

&对抗结核药品耐药性结果的一致性及
CIZ

基因突变与耐药的相关性#为临床诊疗优化提供参考)

方法 搜集
3)(,

年
(

(

(3

月分离自西安市胸科医院就诊患者并经鉴定确认的
+O+

株
CIZ

临床分离株#菌株均进

行了微孔板法药敏试验和荧光
JAF

探针熔解曲线法检测)以微孔板法药敏试验结果为参照#评价荧光
JAF

探针

熔解曲线法检测
CIZ

对异烟肼,利福平,链霉素,乙胺丁醇,莫西沙星和左氧氟沙星耐药性的检测效能#并分析荧

光
JAF

探针熔解曲线法检测的
CIZ

基因突变与微孔板法药敏试验最低抑菌浓度%
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&的相关性)结果 以微孔板法药敏试验结果为参照#荧光
JAF

探针熔解曲线法检测
CIZ

对异烟肼,利

福平,链霉素,乙胺丁醇,莫西沙星和左氧氟沙星耐药性的敏感度,特异度,
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)荧光
JAF

探针熔解曲线法检测结果与微孔板法表型药敏试验检测结果不一致的菌株中#发生异

烟肼
"C

K

9

启动子区%

]OO

"

]+)

及
](N

"

+

位点&#利福平
;

K

,D

基因
N)X
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N(3

位点#链霉素
;;?

基因
,)N

"

,)V

位

点多位点突变和乙胺丁醇
:M=D

基因
O)-

位点突变的菌株#表型药敏试验耐药率较低#分别为
(
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N

,

(
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N
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和
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N

'而发生异烟肼
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基因
+(N

位点,利福平
;

K

,D

基因
N3,

"

N++

位点,链霉素
;

K

?)

基因
O+

位点突变的菌株#

表型药敏试验耐药率较高#分别为
,3*O3Y
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&)结论 荧光
JAF

探针熔

解曲线法与微孔板法药敏试验检测
CIZ

对抗结核药品耐药性结果具有较好的一致性'

CIZ

对异烟肼,利福平,链

霉素的耐药与其部分基因突变具有一定相关性)

!关键词"

!

分枝杆菌#结核'

!

聚合酶链反应'

!

分子探针技术'

!

抗药性#细菌'

!

对比研究
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近几年#我国结核病的发病率逐年下降#但是耐

药结核病患者逐年增多#且治疗难度大#医疗费用

高#给结核病的防控带来了巨大的挑战)快速而准

确地掌握患者的耐药情况是治疗和控制耐药结核病

传播的重要手段)目前#表型药物敏感性试验%简称

1表型药敏试验2&仍是诊断结核分枝杆菌%

CIZ

&耐

药性的主要方法#但是表型药敏试验必须使用培养

后分离的菌株#而且受到培养基上
CIZ

生长速度

的限制#一般需要
3V

"

O3%

才能获得样品相关耐药

性的结果)这使得患者不能及时得到有针对性的治

疗#还增加了耐药
CIZ

传播的风险)分子生物学

检测方法能够快速检测
CIZ

的耐药性#但检测的

准确性尚需大量临床数据来验证)微孔板法/最低

抑菌浓度%

C#A

&法0是在液体培养基础上建立的一

种表型药敏试验方法#与传统的固体药敏试验相比

能提供更详细的耐药信息#且大大缩短了试验周

期/

(23

0

)笔者通过分析荧光
JAF

探针熔解曲线法和

微孔板法检测
CIZ

耐药性的一致性#研究
CIZ

基

因突变和
C#A

的关系#并探讨这两种方法在临床中

的应用价值)

资料和方法

一,研究对象

搜集
3)(,

年
(

(

(3

月分离自西安市胸科医院

就诊患者并经鉴定确认的
+O+

株
CIZ

临床分离

株#患者标本包括痰液,肺泡灌洗液,胸腹腔积液,脓

液,活体组织,脑脊液,引流液,尿液,胃液'菌株均进

行了微孔板法药敏试验和荧光
JAF

探针熔解曲线

法检测)

二,细菌培养及菌种鉴定

将合格的标本用
ZQAI4ACb#I,-)

系统%美

国
Z$

公司&进行分枝杆菌液体培养#对培养阳性的

菌液进行萋
2

尼抗酸染色法涂片镜检#确认为分枝杆

菌的液体培养标本用胶体金标记的
CJZ-O

蛋白单

克隆抗体试剂%杭州创新生物检控技术有限公司&进

行
CIZ

快速抗原检测#鉴定为
CIZ

的菌株纳入研

究#并进行后续药敏试验)

三,微孔板法表型药敏试验

应用珠海银科医学工程股份有限公司生产的试

剂盒%批号!

3))N)O(cP"JP

&)在杂菌抑制剂中加入

无菌稀释液#充分摇匀后取
())

#

7

加入药敏培养基

并摇匀)在
,-

孔板的
Q(

"

4(

和
Z(

"

R(

孔中加入

(V)

#

7

的药敏培养基#分别作为
(

"

()

和
(

"

())

的参

照孔)在
A(

"

$(

或
b(

"

R(

孔加入
3))

#

7

药敏培养

基作为阴性对照孔)把培养阳性的待测菌株在

Uf2N)

多通道混匀器%珠海银科医学工程股份有限

公司&中磨菌至比浊浓度
(5

E

"

57

#取
())

#

7

加入药

敏培养基中#混匀后取
3))

#

7

加入每一孔#其中阴性

对照孔中不加#

(

"

()

参照孔中加
3)

#

7

#从
(

"

()

孔中

取
3)

#

7

加入
(

"

())

参照孔)为了保证结果可靠#每

批样品中除阴性对照外#另设
CIZ

标准减毒株

%

G+XF6

'菌株编号!

QIAA3N3XX

#中国药品生物制

品检定所&配制的阳性对照%

Q3

"

Z3

或
43

"

R3

孔&进

行质量控制)本实验主要参考异烟肼,利福平,链霉

素,乙胺丁醇,莫西沙星和左氧氟沙星等
-

种抗结核

药品的药敏试验结果)

将
,-

孔药敏板密封好放入恒温培养箱中培养

X%

#观察结果%采用
Uf2,),IZ

药敏阅读仪&#孔底

出现直径
355

致密菌圈判断为阳性#生长欠佳者

放入培养箱继续观察培养#在第
()

,

(O

,

3(

天时若有

菌体沉淀则为阳性#培养
3(%

均无菌体沉淀者报告

为阴性)

$

++(
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四,荧光
JAF

探针熔解曲线法

待测样品加入等量
OY

氢氧化钠溶液进行液

化#之后经过
3

次离心%

(+)))_

7

#

N5'1

&及清洗#

加入
N)

#

7

核酸提取液并充分涡旋#用
4=>@6=>&@

IC+O

快速核酸提取仪%北京博奥生物有限公司&

振荡#最后在
,Nj

金属浴中放置
N5'1

再离心

%

(+)))_

7

#

(5'1

&)将
3

#

7

提取好的核酸加入扩

增反应液#放入
QZ#XN))

荧光定量
JAF

仪#扩增程

序!

+Xj

,

+))0

%循环
(

次&#

,Oj

,

(V)0

%循环
(

次&#

,Oj

,

(N0

%循环
O)

次&#

-)j

,

+)0

%循环
O)

次&#

N)j

,

()0

%循环
(

次&)最后
RQC

通道的循环阈

值%

A>

值&

"

O)

时判断为
CIZ

阳性'如果
RQC

通

道的
A>

值
#

O)

则判断为
CIZ

阴性'其中#

RQC

通

道的
A>

值
#

O)

#且
G4[

通道
A>

值
"

O)

为非结核

分枝杆菌%

TIC

&#阴性和
TIC

需要排除)

A>

值

越低含菌量越高#

RQC

通道的
A>

值
"

+)

时可以用

剩余的核酸提取物进行荧光
JAF

探针熔解曲线法

耐药检测)

分别将异烟肼,利福平,链霉素,乙胺丁醇#以及

氟喹诺酮类药品耐药检测试剂盒%厦门致善生物科

技股份有限公司#批号!

3))+(V)(

&平衡至室温溶解)

将核酸提取物
N

#

7

加入包含
JAF

混合液%包括引

物,探针和脱氧核糖核苷三磷酸&和酶混合液%包括

耐热
$TQ

聚合酶和尿嘧啶
$TQ

糖基化酶&的八联

管中#放入实时荧光定量
JAF

检测系统%厦门致善

生物科技股份有限公司&进行检测#阳性对照为含有

相应野生型扩增靶基因的质粒)反应检测程序参照

说明书)待测样品和阳性对照之间的熔解曲线熔点

差异%

8

5

&如果
%

(j

判断为野生型#

8

5

#

3j

则判

断为突变#

8

5

值介于
(

"

3j

则为耐药性不明确)

突变位点包括
-

种药品相关的
(X

个位点)如果荧

光
JAF

探针熔解曲线耐药检测中#同时检出了突变

峰和野生峰#则报告耐药#同时备注为异质性耐药)

五,统计学处理

应用
"J""33*)

软件对数据进行分析#以微孔

板法药敏试验结果作为参照标准#评价荧光
JAF

探

针熔解曲线法检测
CIZ

对
O

种一线抗结核药品及

3

种氟喹诺酮类抗结核药品耐药的效能#计算公式!

敏感度%

Y

&

`

真阳性例数"%真阳性例数
a

假阴性例数&

_

())Y

'特异度%

Y

&

`

真阴性例数"%真阴性例数
a

假阳性例

数&

_())Y

'阳性预测值%

Y

&

`

真阳性例数"%真阳性例数
a

假阳性例数&

_())Y

'阴性预测值%

Y

&

`

真阴性例数"%真阴

性例数
a

假阴性例数&

_())Y

'约登指数
`

敏感度
a

特异

度
](

)阳性似然比
`

敏感度"%
(]

特异度&#阴性似然比
`

%

(]

敏感度&"特异度)阳性似然比越大#阴性似然比

越小表示检测方法越准确)一致性用
T'

KK

'

检验#

T'

KK

'

值
$

)*V)

时认为一致性非常好#

T'

KK

'

值

为
)*-(

"

)*V)

时认为一致性较好#

T'

KK

'

值为

)*O(

"

)*-)

时认为一致性一般#

T'

KK

'

值
"

)*O(

时认为一致性较差)

结
!!

果

一,耐药性检测

微孔板法检测
+O+

株
CIZ

药敏试验结果显

示#对
-

种抗结核药品敏感有
33V

株%

--*OXY

&#对

任一药品耐药有
((N

株%

++*N+Y

&'其中#耐多药有

O+

株%

(3*NOY

&)荧光
JAF

探针熔解曲线法检测

+O+

株
CIZ

中#共
++(

株
CIZ

检出了明确耐药基

因#其他
(3

株有部分耐药基因的耐药性不明确#包

括
()

株异烟肼耐药性不明确#

(

株利福平耐药性不

明确#

(

株链霉素耐药性不明确#

O

株乙胺丁醇耐药

性不明确)

3(+

株%

-O*+NY

&菌株对
-

种抗结核药

品耐药基因检测均为野生型#

((V

株%

+N*-NY

&有

(

个或多个基因检测为突变型'其中#异烟肼和利福

平耐药基因同时发生突变者有
N+

株%

(-*)(Y

&)

以微孔板法药敏试验结果为参照#荧光
JAF

探

针熔解曲线法检测利福平,异烟肼,链霉素,莫西沙

星和左氧氟沙星的敏感度和特异度均
$

,(*))Y

#约

登指数均
$

)*VV

#

T'

KK

'

值均
$

)*XN

'对
-

种药品

耐药性检测阴性预测值均高于
,V*))Y

#对左氧氟

沙星耐药检测的阳性预测值最高#其次为异烟肼,链

霉素,利福平和莫西沙星#对乙胺丁醇耐药性检测的

阳性预测值最低%表
(

&)

二,

CIZ

基因突变与表型药敏试验
C#A

的相

关性

(/

异烟肼!荧光
JAF

探针熔解曲线法检测的

+O+

株
CIZ

中#有
()

株耐药性不明确)

+++

株检

测结果有效的
CIZ

中有
VV

株%

3-*O+Y

&发生突

变#单一位点突变者占
,O*+3Y

%

V+

"

VV

&)单一位点

突变率最高的是
T'8$+(N

密码子%

XN*))Y

#

--

"

VV

&#

此位点发生突变的菌株表型药敏试验耐药率也最高

%

,3*O3Y

#

-(

"

--

&#而且以
C#A

值为
(*-

#

E

"

57

的

高浓度耐药为主)发生
T'8$+(N

密码子突变的异

质性耐药的
N

株
CIZ

的表型药敏试验结果均为耐

$

O+(

$
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药)未发现
&(C",O

密码子单独突变的菌株)发生

多位点突变的
N

株
CIZ

表型药敏试验结果均为耐

药#且均为高浓度耐药)

N

株
CIZ

发生
"C

K

9

启动

子区%

]OO

"

]+)

及
](N

"

+

位点&突变#

O

株表型

药敏试验结果为敏感#包括
(

株异质性耐药菌株

%表
3

&)

3/

利福平!荧光
JAF

探针熔解曲线法检测的

+O+

株
CIZ

中#

(

株耐药性不明确)

+O3

株检测结

果有效的
CIZ

中有
-)

株%

(X*NOY

&发生突变#单

一位点突变占
,(*-XY

%

NN

"

-)

&)发生
;

K

,D

基因

N3,

"

N++

位密码子突变的菌株最多%

-N*))Y

#

+,

"

-)

&#此位点发生突变的菌株表型药敏试验耐药

率也最高%

,3*+(Y

#

+-

"

+,

&)发生
;

K

,D

基因
N)X

"

N(3

位密码子突变的菌株表型药敏试验耐药率最低

%

(

"

N

&#而且在与
;

K

,D

基因
N3(

"

N3V

位密码子或

;

K

,D

基因
N3,

"

N++

位密码子同时发生突变时#表

型药敏试验结果也均为敏感)

3

株
CIZ

发生
;

K

,D

基因
N(+

"

N3)

位密码子突变#

(

株表型药敏试验结

果为耐药'另外
(

株异质性耐药菌株表型药敏试验

结果为敏感%表
+

&)

表
6

!

荧光
JAF

探针熔解曲线法检测
CIZ

对六种抗结核药品耐药性的效能

荧光
JAF

探针

熔解曲线法

微孔板法药敏试验

耐药%株& 敏感%株&

敏感度/

Y

#

%

,NY)!

&0

特异度/

Y

#

%

,NY)!

&0

阳性预测值

/

Y

#%

,NY)!

&0

阴性预测值

/

Y

#%

,NY)!

&0

阳性

似然比

阴性

似然比

约登

指数

T'

KK

'

值

异烟肼

,-*3)

%

VV*NN

"

,,*)(

&

,N*3V

%

,(*-V

"

,X*O3

&

V-*+-

%

XX*))

"

,3*ON

&

,V*XV

%

,-*(X

"

,,*-V

&

3)*+- )*)O )*,( )*VV

!

耐药
X- (3

!

敏感
+ 3O3

利福平

,+*-3

%

V(*OO

"

,V*+O

&

,O*NV

%

,(*(X

"

,-*X-

&

X+*++

%

-)*((

"

V+*NN

&

,V*,O

%

,-*--

"

,,*X3

&

(X*3- )*)X )*VV )*X,

!

耐药
OO (-

!

敏感
+ 3X,

链霉素

,-*VV

%

VV*(,

"

,,*O-

&

,O*,-

%

,(*N(

"

,X*((

&

V(*NV

%

X)*-,

"

V,*3(

&

,,*3N

%

,X*)3

"

,,*VX

&

(,*3O )*)+ )*,3 )*V-

!

耐药
-3 (O

!

敏感
3 3-O

乙胺丁醇

,+*++

%

--*)+

"

,,*-N

&

,N*+X

%

,3*+3

"

,X*3,

&

OV*3V

%

3,*V,

"

-X*()

&

,,*-V

%

,X*,+

"

,,*,V

&

3)*(- )*)X )*V, )*-(

!

耐药
(O (N

!

敏感
( +),

莫西沙星

,3*+(

%

X+*O)

"

,V*--

&

,X*(-

%

,O*O,

"

,V*-(

&

X3*X+

%

NO*3(

"

V-*)-

&

,,*+N

%

,X*O+

"

,,*,V

&

+3*N( )*)V )*V, )*V)

!

耐药
3O ,

!

敏感
3 +)V

左氧氟沙星

,(*(V

%

XN*(,

"

,X*-,

&

,,*+N

%

,X*O3

"

,,*,V

&

,+*,O

%

XV*+V

"

,V*,O

&

,,*)+

%

,-*,-

"

,,*XN

&

(O)*VX )*), )*,( )*,3

!

耐药
+( 3

!

敏感
+ +)X

注 此表仅统计了耐药性明确的菌株情况'

CIZ

!结核分枝杆菌

$

N+(
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表
4

!

荧光
JAF

探针熔解曲线法检测
CIZ

对异烟肼耐药基因突变与表型药敏试验
C#A

值相关性

突变位点

表型药敏试验
C#A

分级计数%株&

"

)*3

#

E

"

57

%敏感&

)*3

#

E

"

57

%耐药&

)*O

#

E

"

57

%耐药&

)*V

#

E

"

57

%耐药&

(*-

#

E

"

57

%耐药&

耐药率

%

Y

&

单一位点突变

!

"C

K

9

启动子区%

]OO

"

]+)

及
](N

"

+

位点&

O ) ) ) ( (

"

N

!

&(C",O

密码子
) ) ) ) ) )*))

!

&(C"

启动子区%

](X

"

]V

位点&

+ ( ( N 3 XN*))

!

T'8$+(N

密码子
N ) ) - NN ,3*O3

多位点突变

!

&(C",O

密码子和
&(C"

启动子区%

](X

"

]V

位点&

) ) ) ) ( (

"

(

!

&(C",O

密码子和
T'8$+(N

密码子
) ) ) ) 3 3

"

3

!

&(C"

启动子区%

](X

"

]V

位点&和
T'8$+(N

密码子
) ) ) ) 3 3

"

3

未检测到突变
3O3 ( ) ( ( (*33

注
CIZ

!结核分枝杆菌'

C#A

!最低抑菌浓度

表
B

!

荧光
JAF

探针熔解曲线法检测
CIZ

对利福平耐药基因突变与表型药敏试验
C#A

值相关性

突变位点

表型药敏试验
C#A

分级计数%株&

"

(

#

E

"

57

%敏感&

(

#

E

"

57

%敏感&

3

#

E

"

57

%敏感&

O

#

E

"

57

%中度敏感&

V

#

E

"

57

%耐药&

耐药率

%

Y

&

单一位点突变

!

;

K

,D

基因
N)X

"

N(3

位密码子
O ) ) ) ( (

"

N

!

;

K

,D

基因
N(+

"

N3)

位密码子
( ) ) ) ( (

"

3

!

;

K

,D

基因
N3(

"

N3V

位密码子
+ ( ) ( O O

"

,

!

;

K

,D

基因
N3,

"

N++

位密码子
3 ) ( ) +- ,3*+(

多位点突变

!

;

K

,D

基因
N)X

"

N(3

和
N3(

"

N3V

位密码子
) ) ( ) ) )*))

!

;

K

,D

基因
N)X

"

N(3

和
N3,

"

N++

位密码子
( ) ) ) ) )*))

!

;

K

,D

基因
N(+

"

N3)

和
N3(

"

N3V

位密码子
( ) ) ) 3 3

"

+

未检测到突变
3XV ( ) ) + (*)-

注
CIZ

!结核分枝杆菌'

C#A

!最低抑菌浓度

+/

链霉素!荧光
JAF

探针熔解曲线法检测的

+O+

株
CIZ

中#

(

株耐药性不明确)

+O3

株检测结

果有效的
CIZ

中有
X-

株%

33*33Y

&发生突变#单

一位点突变占
,V*-VY

%

XN

"

X-

&)发生
;

K

?)

基因

O+

位密码子突变的菌株最多%

-(*VOY

#

OX

"

X-

&'

V

株

发生
;

K

?)

基因
VV

位密码子突变的菌株表型药敏试

验结果均为耐药)发生
;;?

基因
,)N

"

,)V

位点突

变的菌株表型药敏试验耐药率最低%

(

"

()

&#该位点

有
N

株
CIZ

为异质性耐药#其中
O

株表型药敏试

验结果为敏感#

(

株为耐药)发生
;;?

基因
N(+

"

N(X

位点突变的菌株中有
(

株为异质性耐药#表型

药敏试验结果为中度敏感%表
O

&)

O/

乙胺丁醇!荧光
JAF

探针熔解曲线法检测的

+O+

株
CIZ

中#有
O

株耐药性不明确)

++,

株检测

结果有效的菌株中有
3,

株%

V*NNY

&发生突变#均为

单一位点突变)发生
:M=D

基因
+)-

位密码子突变

的菌株比例最高%

-N*N3Y

#

(,

"

3,

&)

(

株
CIZ

发生

:M=D

基因
+XV

位密码子突变#且表型药敏试验结果

为敏感)发生
:M=D

基因
O)-

位密码子和
+)-

位密

码子突变的菌株表型药敏试验耐药率也较低%表
N

&)

$

-+(

$
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表
C

!

荧光
JAF

探针熔解曲线法检测
CIZ

对链霉素耐药基因突变与表型药敏试验
C#A

值相关性

突变位点

表型药敏试验
C#A

分级计数%株&

"

(

#

E

"

57

%敏感&

(

#

E

"

57

%敏感&

3

#

E

"

57

%敏感&

O

#

E

"

57

%中度敏感&

V

#

E

"

57

%耐药&

耐药率

%

Y

&

单一位点突变

!

;

K

?)

基因
O+

位密码子
3 ) ) ) ON ,N*XO

!

;

K

?)

基因
VV

位密码子
) ) ) ) V V

"

V

!

;;?

基因
N(+

"

N(X

位点
( ) ) 3 X X

"

()

!

;;?

基因
,)N

"

,)V

位点
V ) ( ) ( (

"

()

多位点突变

!

;

K

?)

基因
O+

位密码子和
;;?

基因
,)N

"

,)V

位点
) ) ) ) ( (

"

(

!

未检测到突变
3N, ( O ) 3 )*XN

CIZ

!结核分枝杆菌'

C#A

!最低抑菌浓度

表
7

!

荧光
JAF

探针熔解曲线法检测
CIZ

对乙胺丁醇耐药基因突变与表型药敏试验
C#A

值相关性

突变位点

表型药敏试验
C#A

分级计数%株&

"

3*N

#

E

"

57

%敏感&

3*N

#

E

"

57

%中度敏感&

N

#

E

"

57

%耐药&

()

#

E

"

57

%耐药&

3)

#

E

"

57

%耐药&

耐药率

%

Y

&

:M=D

基因
+)-

位密码子
X 3 V 3 ) N3*-+

:M=D

基因
+XV

位密码子
( ) ) ) ) )*))

:M=D

基因
O)-

位密码子
+ ( ( ) ) (

"

N

:M=D

基因
O,X

位密码子
( ) + ) ) +

"

O

未检测到突变
+), ) ) ) ( )*+3

N/

氟喹诺酮类药品!荧光
JAF

探针熔解曲线法

检测的
+O+

株
CIZ

中#

++

株%

,*-3Y

&发生
FS

;"

基

因
VV

"

,O

位密码子突变)表型药敏试验结果显示#

+(

株%

,+*,OY

#

+(

"

++

&对左氧氟沙星耐药%

C#A

为

V

#

E

"

57

&#

3O

株%

X3*X+Y

#

3O

"

++

&对莫西沙星耐药

%

C#A

为
3

#

E

"

57

&)荧光
JAF

探针熔解曲线检测

到
3

株菌株为异质性耐药#表型药敏试验均对莫西

沙星敏感'

(

株对左氧氟沙星耐药#

(

株敏感)

讨
!!

论

本研究显示#以表型药敏试验结果为参考#荧光

JAF

探针熔解曲线法对
-

种抗结核药品耐药性检

测的敏感度和特异度均高于
,)Y

)除乙胺丁醇外#

异烟肼,链霉素,左氧氟沙星,利福平,乙胺丁醇,莫

西沙星的
T'

KK

'

值均
#

)*XN

#说明这两种检测方法

有较好的一致性)另外#对
-

种药品耐药性检测的

约登指数均
#

)*VV

#说明荧光
JAF

探针熔解曲线法

的真实性较好)此外#荧光
JAF

探针熔解曲线法可

以直接对多种类型的临床标本直接检测#操作简便#

检测时间比表型药敏试验大大缩短#还对同时含有

敏感菌和耐药菌的复合菌群具有良好的分辨能

力/

+2O

0

)所以#基于分子生物学的快速耐药基因检测

方法可以为结核病#尤其是耐药结核病的早诊断和

早治疗提供有力的支持)

本研究结果显示#荧光
JAF

探针熔解曲线法检

测
CIZ

对一线抗结核药品的敏感度均较高#显示

该方法对这
O

种药品的
CIZ

耐药相关基因位点覆

盖率较高'且表型药敏试验耐药的菌株中大部分与

所检测的位点突变有相关性#这与许多研究一致/

N

0

)

荧光
JAF

探针熔解曲线法检测
CIZ

对氟喹诺酮

类药品耐药性的敏感度较低#尤其是检测
CIZ

对

左氧氟沙星耐药的敏感度仅为
,(*(VY

#虽然在可

接受范围内#但是仍低于
AD6\@6?&@>

8

等/

-

0和张志

国等/

X

0研究结果#原因可能是荧光
JAF

探针熔解曲

线法只覆盖了
FS

;"

基因但未检测
FS

;D

基因)另

外#本研究显示#莫西沙星和左氧氟沙星的阳性预测

值有明显的差异#提示
CIZ

对这
3

种药品的相关

耐药基因可能不完全相同#尤其是莫西沙星可能存

$

X+(

$
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期
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在其他机制来杀灭
CIZ

)

本次研究发现#约
N)Y

的经荧光
JAF

探针熔

解曲线检测为异质性耐药的菌株#其表型药敏试验

结果为敏感)这可能是样品中耐药菌株比例较低引

起的#也提示异质性耐药会导致
3

种检测方法结果

出现不一致)在实际检测过程中要重视因异质性耐

药引起的假阳性情况#尤其注意
CIZ

耐链霉素的

;;?

基因
,)N

"

,)V

位点的突变)本研究通过对荧

光
JAF

探针熔解曲线法和微孔板法表型药敏试验

的比较#了解到荧光
JAF

探针熔解曲线法可以快速

获取患者的耐药情况#尤其是未检测到基因突变时#

可以使用一线抗结核药品方案)但是荧光
JAF

探

针熔解曲线法对耐药
CIZ

的预测效率较低#如果

检测到突变基因#但表型药敏试验结果不一定会耐

药#或者有可能只是高浓度敏感#尤其是
"C

K

9

启动

子区%

]OO

"

]+)

和
](N

"

+

位点&#

;

K

,DN)X

"

N(3

位点和
:M=DO)-

位点突变时#最好等待表型药敏试

验结果后#再考虑更换药物治疗方案)

C#A

分析结果显示#很多
CIZ

基因突变也会

导致其对抗结核药品高浓度敏感及中度敏感的状

况)例如#

;

K

,DN3(

"

N3V

和
N3,

"

N++

位点,

;;?

N(+

"

N(X

和
,)N

"

,)V

位点,

:M=D+)-

和
O)-

位点#

以及
FS

;"VV

"

,O

位点的突变均会出现较大概率的

表型药敏试验为高浓度敏感及中度敏感的结果)另

外#本研究中#出现
"C

K

9

启动子区%

]OO

"

]+)

及

](N

"

+

位点&,

;

K

,DN)X

"

N(3

位点,

;;?,)N

"

,)V

位点,

:M=D+XV

位点等突变的菌株表型药敏试验结

果多为敏感#可能与基因表达不足有关/

N

#

V

0

#具体的

机制还需要进一步研究)

综上所述#荧光
JAF

探针熔解曲线法可以利用

患者临床标本快速检测抗结核药品的耐药性#且方

便快捷#但对部分耐药靶点检测结果与表型药敏试

验结果存在不一致#且其能够检测的基因位点有限)

因此#可以将两种检测方法综合运用于结核病诊疗

中#优势互补)对于普通初治患者和曾经敏感的复

治患者#早期可以用荧光
JAF

探针熔解曲线法检测

的阴性结果排除耐药#待表型药敏试验结果明确后

再进行调整治疗方案)对于荧光
JAF

探针熔解曲

线法检测显示为突变的患者#为了避免假阳性结果

带来的误导#最好等待表型药敏试验结果复核)对

于治疗效果不好的初治患者和曾经耐药的复治患者

则可以根据荧光
JAF

探针熔解曲线法检测结果先

进行经验性治疗#再根据表型药敏试验结果调整

方案)
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