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摘
"

要"目的
"

探讨基因检测技术和显微镜观察药物敏感度检测技术"

MQ]O

#对结核分枝杆菌"

M4H

#耐左氧氟沙星"

X%[

#

快速诊断价值$方法
"

选取
M4H

标准株"

T(/S8

#和
(2

株耐
X%[

临床分离株!行
=>

B3

基因喹诺酮类药物耐药决定区"

jS]S

#

序列测定!同时!用
21

孔细胞培养板进行
M4H

液体药敏检测$结果
"

基因检测结果显示!

T(/S8

未发生
=>

B3

基因突变'与

T(/S8

株序列的差异比较显示!

2)

株耐
X%[

临床株发生了有义突变!突变率
)"'*e

$

MQ]O

与罗氏绝对浓度法药敏"

X0W

#比较!

T(/S8

完全相符'

(2

株耐
X%[

临床分离株!相符
(!

株!不符
!

株!符合率为
)*')e

$结论
"=>

B3

基因突变检测可作为快速诊断

结核分枝杆菌对
X%[

敏感性的一种方法!但不能完全区别低耐药和高耐药而使用受到限制$

MQ]O

技术检测
X%[

耐药性具有

快速%操作简便%灵敏度和特异性高等优点!可作为结核分枝杆菌对
X%[

敏感性的快速检测新方法$

关键词"分枝杆菌!结核'

"

左氧氟沙星'

"

敏感性试验'

"
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显微镜观察药物敏感性技术
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结核分枝杆菌$

M4H

%耐药性问题日趋严重#据中国

2""/

#

2""N

年在全国范围开展的结核病耐药基线调查结果显

示#近
!

"

(

肺结核患者为耐药结核#

N'(2e

以上患者为耐多药

结核(喹诺酮类药物包括左氧氟沙星$

X%[

%具有良好的抗结

核性能#在耐多药结核的治疗中起到了重要的作用#但因为无

序及不规范用药#已出现了大量对
X%[

耐药的结核菌株)

!

*

(

为避免无效用药#临床迫切需要开展
X%[

的耐药性检测(由

于传统的药敏检测方法需时较久#远不能满足临床诊治的需

求#因此#使用新的'快速的结核分枝杆菌
X%[

耐药性检测技

术显得十分重要(本研究将基因检测技术和显微镜观察药物

敏感性检测技术$

MQ]O

%对
M4H

的
X%[

敏感性快速诊断进

行了研究分析#现将结果报道如下(

?

"

材料与方法

?'?

"

材料

?'?'?

"

M4H

临床分离株
"

(2

株
M4H

临床分离株均为本院

收治的肺结核患者痰标本分离'筛选出的耐
X%[

菌株#其中
2

株单耐
X%[

#

/

株为多耐药#

2(

株为耐多药&

T(/S8

为实验对

照用标准
M4H

菌株#购自国家菌种保存中心(

?'?'@

"

药物及配置
"

将左氧氟沙星药粉$扬子江药业%配置成

浓度为
!"?

=

"

?X

的药液后#再将配置好的药液无菌滤膜过

滤#分装#

f2"U

保存(应用时取出#常温下溶解#配置成所需

浓度(

?'?'A

"

培养基
"

LGH

鉴别培养基'

4$T

鉴别培养基'改良罗

氏培养基'改良
/T)

液体培养基均按/结核病诊断细菌学检验

规程0由本院制备)

2

*

(

?'?'C

"

仪器
"

L$S

仪$

H,50S3]

%'倒置显微镜'

21

孔细胞培

养板$

4LL

上海肺科医院引进%(

?'@

"

方法
"

痰标本
M4H

的分离'培养与鉴定参照/结核病诊

断细菌学检验规程0

)

2

*

(应用改良罗氏培养基法检测收集的对

X%[

耐药的
M4H

临床分离株
(2

株#其中对
X%[

低耐药
2!

株#对
X%[

高耐药
!!

株(酶及缓冲液'

6G4L

购于
43b3S3

公司(

T(/S8

和耐
X%[

的
M4H

临床分离株
]G3

提取与
=>

0

B3

目的片段
#2NJ

:

的扩增'测序(采用经典的方法提取
M4H

全染色体
]G3

作为模板#基因扩增在美国
3HR2/2"@;7?5

C

>

C97BL$S

仪器上进行#引物由上海生物工程公司合成#引物

序列为
L!

!

#d0c$c$cc$c$3c$44434$3$0(d

$正向引

+

1##!

+

国际检验医学杂志
2"!2

年
/

月第
((

卷第
!(

期
"

R.@WX<JM76

!

WD9

>

2"!2

!

Y59'((

!

G5'!(

!

基金项目!

2"!"

年江苏省南通市社会发展科技计划项目$

O2"!""(N

%(



物%'

L2

!

#d03c$ 3$$c4$cc$4$4 4c$ 3$0(d

$反向引

物%(热循环为
)#U

预变性
!?,.

#然后按
)#U!#-

#

*#U!#

-

#

/2U("-

#循环
("

个周期#再
/2U

延长
/?,.

后#在
2e

琼

脂糖凝胶中电泳检测
L$S

产物(

L$S

产物纯化和测序工作

由上海华大基因完成#结果与标准株
T(/S8

=>

B3

基因相比(

MQ]O

检测
M4H

对
X%[

耐药性参照文献方法)

(

*

#每株待检

菌株检测时设置两个阴性对照孔#两个阳性对照孔#

2"

个含药

孔(将待检菌株磨菌后调整浊度至
!

个麦氏单位#

!"

f(稀释#

在对照孔和含药孔内分别加入待检菌液
"'1?X

#然后分别加

入
"'1?XX%[

药液#

X%[

药物终浓度选择实验分别采用

"'"*2#

#

!2'"

"

=

"

?X

系列梯度倍比稀释(将
21

孔细胞培养

板用胶带密封#放置密封的塑料袋内#放入
(/U

的温箱培养#

自孵育后第
(

天在倒置显微镜下开始观察$

V1""

%#每天观察

!

次#

1

#

/6

判断药敏结果#如果对照孔内观察到索状结构生

长#加药孔内无索状结构生长#判定该菌株为敏感株&如加药孔

内有索状结构生长#判定该菌株为耐药株(每次实验均设

T(/S8

为质控株(

@

"

结
""

果

@'?

"

T(/S8

测序结果与
T(/S8

标准图谱一致#未见基因突

变(

(2

株耐
X%[

的
M4H

菌株测序结果显示#

(2

株均有
2!

位

密码子
$c30$$3

$

3B

=

0LB5

%突变及
)#

位密码子
3c$03$$

$

O7B04;B

%突变(对
X%[

低耐药的
2!

株菌株中#

(

株只有
)#

位密码子
3c$03$$

$

O7B04;B

%突变&

2

株同时有
)"

位
c$c0

c4c

$

39<0Y<!

%突变#

2

株同时有
)1

位
c3$0$3$

$

3-

:

0T,-

%突

变#

#

株同时
)1

位
c3$033$

$

3-

:

03-.

%突变#

#

株同时有
)1

位
c3$0cc$

$

3-

:

0c9

>

%突变#

1

株同时有
)1

位
c3$0c$$

$

3-

:

039<

%突变(

!!

株对
XY%

高耐药株中#

2

株同时有
)"

位

c$c0c4c

$

39<0Y<9

%突变#

(

株同时有
)1

位
c3$0cc$

$

3-

:

0

c9

>

%突变#

2

株同时有
)1

位
c3$0c$$

$

3-

:

039<

%突变#

2

株同

时有
)1

位
c3$043$

$

3-

:

04

>

B

%突变#

!

株同时有
)!

位
4$c0

$$c

$

O7B0LB5

%突变(除外
2!

位密码子
$c30$$3

突变及
)#

位密码子
3c$03$$

突变考虑为正常突变#均未发现双突变#

见表
!

(

表
!

""

T(/S8

及
(2

株临床分离株序列分析结果

菌株种类 氨基酸突变位点及核酸突变模式

T(/S8

无突变

低耐药
(

株
2!

位
$c30$$3

#

)#

位
3c$03$$

低耐药
2

株
2!

位
$c30$$3

#

)#

位
3c$03$$

#

)1

位
c3$0$3$

低耐药
1

株
2!

位
$c30$$3

#

)#

位
3c$03$$

#

)1

位
c3$0cc$

低耐药
#

株
2!

位
$c30$$3

#

)#

位
3c$03$$

#

)1

位
c3$0c$$

低耐药
#

株
2!

位
$c30$$3

#

)#

位
3c$03$$

#

)1

位
c3$033$

低耐药
2

株
2!

位
$c30$$3

#

)#

位
3c$03$$

#

)"

位
c$c0c4c

高耐药
2

株
2!

位
$c30$$3

#

)#

位
3c$03$$

#

)"

位
c$c0c4c

高耐药
(

株
2!

位
$c30$$3

#

)#

位
3c$03$$

#

)1

位
c3$0cc$

高耐药
2

株
2!

位
$c30$$3

#

)#

位
3c$03$$

#

)1

位
c3$0c$$

高耐药
2

株
2!

位
$c30$$3

#

)#

位
3c$03$$

#

)1

位
c3$043$

高耐药
!

株
2!

位
$c30$$3

#

)#

位
3c$03$$

#

)!

位
4$c0$$c

@'@

"

MQ]O

技术检测结果并与罗氏绝对浓度法结果进行比

较#采用
MQ]O

技术检测
(2

株
M4H

菌株
X%[

耐药性#其中

("

株在
/6

内均获得药敏结果#而罗氏药敏
1

#

*

周才能判定

结果(细胞培养板改良
/T)

液体培养基条件下
X%[

的
MR$

为
"'2#

"

=

"

?X

#低耐药设定值大于
!'"

"

=

"

?X

#高耐药设定值

大于
1'"

"

=

"

?X

#两法药敏结果相符
(!

株#符合率
)*')e

$

(!

"

(2

%(不符合的
!

株为罗氏绝对浓度法低耐药#而
MQ]O

技术

检测判定为敏感(

A

"

讨
""

论

由于
X%[

具有良好的抗结核菌活性#目前被世界卫生组

织推荐作为主要的抗结核药物在耐药和耐多药结核病患者中

使用)

1

*

(众所周知#

X%[

被作为高效广谱抗菌剂已广泛应用

于临床多年#甚至到了滥用的程度(随着
X%[

的无序及不规

范使用#其对
M4H

的耐药性也逐渐显现出来#有资料统计耐

多药菌株中
X%[

耐药率超过一半以上#这种现状下#如何尽早

获知结核菌株对
X%[

耐药的重要性和必要性不言而喻(本文

选择已获得罗氏培养药敏鉴定的耐
X%[

的
M4H

菌株作为检

测对象#利用基因检测方法和显微镜观察药物敏感性检测技术

进行了快速检测#并就检测结果'方法学的优劣及作为适宜技

术推广价值进行简单分析(

基因检测的依据是
X%[

主要通过抑制
]G3

旋转酶
3

$

=>

B<-73

%亚单位与
]G3

的结合#从而抑制结核菌
]G3

的复

制与表达#达到对
M4H

的杀灭作用(

=>

B3

是
]G3

旋转酶
3

亚单位的编码基因#它的突变导致
X%[

无法与
]G3

旋转酶
3

亚单位结合#使
M4H

对
X%[

产生耐药)

#

*

(基因检测结果提

示#

T(/S8

未发生
=>

B3

基因突变#与
T(/S8

株序列的差异比

较显示#

(2

株耐
X%[

临床株
2!

位密码子
$c30$$3

及
)#

位

密码子
3c$03$$

均发生突变#考虑为正常突变(

2)

株耐

X%[

临床株发生了有义突变#分别在第
)"

'

)!

和
)1

位密码子

上#突变率为
)"'*e

#未发现在同一株
M4H

上存在
=>

B3

双

突变的情况(从突变点位及核酸突变模式看#未能发现低耐

药株和高耐药株有明显差异#因此不能从基因突变检测方法

来完全区别低耐药和高耐药(本实验中有
(

株
X%[

耐药株未

发现
=>

B3

突变#提示
=>

B3

突变不是
M4H

耐氟喹诺酮类药

物惟一的机制#可能是
=>

BH

突变'细菌对喹诺酮类通透性降

低'细菌对药物主动外排增强等#本文未进行相关检测)

*

*

(

MQ]O

的依据是
M4H

在液体培养基中快速生长会有特

征性索状结构的形成#该结构较容易在显微镜下被观察到)

/

*

(

MQ]O

技术是近几年研究较多的一种快速诊断
M4H

耐药性

表型的新方法#已被证明检测快速'成本低廉'敏感性及特异性

和常规药物敏感实验高度一致'重复性好)

N0)

*

(本实验利用

MQ]O

技术检测
(2

株
M4H

菌株
X%[

耐药性#其中
("

株在
/

6

内均获得药敏结果#和罗氏药敏结果比较#时间上明显缩短(

两种方法药敏结果相符
(!

株#符合率极高$

)*')e

%#且低耐药

及高耐药检测结果也与罗氏药敏结果高度一致(

从方法学角度看#基因检测及
MQ]O

技术对
M4H

菌株

X%[

耐药性诊断都能达到快速检测要求#且与罗氏药敏结果

符合率也较高(但就本实验提供
M4H

菌株基因检测结果看#

M4H

菌株
X%[

耐药性还不能完全用基因突变解释#也不能从

基因突变检测方法来完全区别低耐药和高耐药#且基因检测实

验要求高#专用设备不是一般实验室能具备的#批量检测成本

较低而单个检测比较麻烦(

MQ]O

技术检测
M4H

菌株
X%[

耐药性#与罗氏药敏结果高度一致#在时间'检测成本方面占有

绝对优势#能在基层实验室推广应用(快速'准确检测到对

X%[

低耐药
M4H

菌株#有利于及时更换有效的抗结核药物#

例如莫西沙星对
X%[

低耐药的
M4H

菌株$下转第
!##N
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性波动#所以很难确定
TH73

=

阴性与
THY

复制水平的相关

性#因此抗病毒疗效采用
TH73

=

作为指标#并不是最理想

的)

*

*

(

本实验测定
#*

例抗病毒治疗有效的乙型肝炎患者血清的

THY0XL

与
THY]G3

拷贝数#两者间存在良好的正相关

$

6i"')1

%#

TH73

=

阳性组与
TH73

=

阴性组均具有
THY0XL

与
THY]G3

的高阳性率#两组的
O

%

"'"#

#差异无统计学意

义#因此#

TH73

=

阴性患者的机体内仍有病毒的复制#与国内

外文献报道的一致)

/0)

*

(

本研究选择
#*

例抗病毒治疗有效的系列血清#分
TH73

=

阳性组及阴性组#同时测定
THY0XL

和
THY ]G3

#可见#

THY0XL

的
3

值与
THY]G3

同步下降(

THY0XL

本身具有

反式激活病毒再复制作用#即能反映
TH73

=

阳性慢性乙型肝

炎患者体内
THY]G3

复制的情况#也可以反映
TH73

=

阴性

病毒复制的情况#因此#检测
THY0XL

有利于对
THY]G3

复

制情况的评估#以及进行治疗时的疗效评估#表明
THY0XL

是

抗病毒治疗疗效判定较好指标(
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本文选择已获得罗氏药敏鉴定的耐
X%[

的
M4H

菌株作

为检测对象便于观察对照#因选例有限#结果难免有偏差#有待

大样本数据完善结论(从前景看#如果痰标本前处理得当#应

用基因检测及
MQ]O

技术能对涂片阳性标本直接进行
X%[

敏感性检测#但
MQ]O

技术更有可能成为快速'便捷'实用的

M4H
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