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结核病是由结核分枝杆菌'

20Z

(感染引起的一

种慢性疾病#中国仍然是全球
))

个结核病高负担国

家之一&结核分枝杆菌临床菌株的耐药率#尤其是耐

多药率的逐年上升#是耐药结核病产生的主要原因&

目前临床耐药结核病主要有以下
3

种情况!'

(

(单耐

药'

2'

(!结核病患者感染的结核分枝杆菌经体外药

敏试验被证实仅对一种一线抗结核药物耐药&'

)

(多

耐药'

X'

(!结核病患者感染的结核分枝杆菌经体外药

敏试验被证实对一种以上的一线抗结核药物耐药$不

包括同时对异烟肼'

S1`

(和利福平'

'S&

(耐药%&'

#

(

耐多药'

2.'

(!结核病患者感染的结核分枝杆菌经体

外药敏试验被证实至少同时对
S1`

和
'S&

耐药&

'
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(广泛耐多药'

[.'

(!结核病患者感染的结核分枝

杆菌经体外药敏试验被证实在耐多药的基础上至少

同时对一种氟喹诺酮类和一种二线注射类抗结核药

物耐药$

(

%

&近年来#耐药结核病呈现增多趋势#因此#

快速)准确地检测结核分枝杆菌耐药基因对结核病的

诊断)治疗及预防有着重要意义&本研究主要应用聚

合酶链式反应'
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反向斑点杂交技术#对钦州市第

一人民医院感染科收治入院后确诊的肺结核患者痰
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液标本进行
3

种一线抗结核药物$

'S&

)

S1`

)链霉素

'

=0'

(及乙胺丁醇'

$2Z

(%的耐药基因检测#涉及
"

种常见耐药基因'

I

!

DZ

)

JBA%

)

9:P<

)

I

!

/V

及
C>MZ

(的

(#

个位点&通过进一步探讨这些基因突变发生的频

率及分布特点#为该地区耐药结核病的防治提供重要

的科学依据&
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资料与方法

D*D

"

一般资料
"

选取
)+(,

年
(

月至
)+(6

年
,

月经

钦州市第一人民医院感染科收治入院的疑似肺结核

患者作为研究对象#共
(3(+

例#其中男性
7")

例#女

性
3"4

例#年龄
(6

$

7#

岁&其诊断依据
)++(

年中华

医学会结核病学分会制定的.肺结核诊断和治疗指

南/

$

)

%

&本研究符合钦州市第一人民医院医学伦理委

员会的规定#且所有研究内容均征得患者同意并签署

知情同意书&
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仪器与试剂
"

&̀/BGC;()++0$

生物安全柜'力

新仪器'上海(有限公司(*

.<;6,++

实时荧光定量分

析仪'广州中山达安公司(*亚能
W1;̀ ,

恒温杂交仪

'亚能生物技术'深圳(有限公司(*

20Z;.1<

检测试

剂盒'广州中山达安公司(*

20Z

耐药突变基因检测

试剂盒'深圳亚能生物技术有限公司(*

29:;(")3

高速

离心机'珠海黑马医学仪器有限公司(&

D*F

"

方法

D*F*D

"

结核分枝杆菌
.1<

检测
"

所有研究对象均

留取晨痰标本送检#共
(3(+

例&标本采集时嘱患者

清晨漱口后由深部咳出
)

$

#>V

至无菌塑料瓶中送

检&严格按照试剂说明书操作&其扩增程序如下!
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预变性#

7"_3"/

#
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个循环*

7"_ 3"/

#
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个循环&阳性标本置
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冰箱保存备用&

D*F*E
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20Z

耐药基因检测
"

采用亚能生物技术'深

圳(有限公司生产的
20Z

耐药突变基因检测试剂盒#

对上述
20Z;.1<

阳性的标本严格按照说明书进行

杂交&

D*G

"

统计学处理
"

利用
=X==(,*+

统计分析软件进

行数据处理与分析#计数资料采用率'

5

(表示#组间

比较采用
!

) 检验#以
!

$

+*+"

为差异具有统计学

意义&

E

"

结
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果

E*D
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结核杆菌耐药情况分析
"

)#6

例
20Z;.1<

阳

性的肺结核患者中#对
'S&

)

S1`

)

=0'

及
$2Z3

种

抗结核药物均敏感的有
(,"

例'

,7*,)5

(*仅对
'S&

耐药的有
,

例'

)*"#5

(#仅对
S1`

耐药的有
##

例

'

(#*7)5

(#仅对
=0'

耐药的有
7

例'

#*4+5

(#对
)

种

及以上抗结核药物耐药'

X'

(的有
7

例'

#*4+5

(#同时

对
'S&

和
S1`

耐药'

2.'

(的有
("

例'

,*##5

(#未

见单独对
$2Z

耐药的情况&见表
(

&

表
(

""

)#6

例
20Z

耐药性分析

检测结果 菌株数'

1

( 检出率'

5

(

敏感
(," ,7*,)

单耐
'S& , )*"#

单耐
S1` ## (#*7)

单耐
=0' 7 #*4+

单耐
$2Z + +*++

耐多药'

2.'

(

(" ,*##

多耐药'

X'

(

7 #*4+

E*E

"

肺结核患者耐药菌株中各突变位点耐药特征情

况
"

6)

例耐药标本中#分别以对单个药物耐药计算#

则对
'S&

)

S1`

)

=0'

及
$2Z

耐药的分别为
)6

例

'

#6*"5

()

"(

例'

6+*4#5

()

)(

例'

)7*(65

(及
#

例

'

3*(65

(#其中以
S1`

耐药最多见&突变位点检出

前
3

位分别为
;("2

)

="#(V

)

3#2

及
#("2

&其中

S1`

耐药突变位点以
;("2

'

6)*""5

(为主#

'S&

耐药

突变位点以
="#(V

'

"7*),5

(较为多见#而
=0'

常见

突变位点为
3#2

'

6,*(75

(&见表
)

&

表
)

""

肺结核患者耐药菌株中各突变位点耐药特征情况

药物 耐药基因
突变

位点

例数

'

1

(

占该药物的

突变率'

5

(

'S&I

!

DZ ."(,̂ ( #*6+

."(,% ) 6*3(

"̀),W " (4*")

"̀),. ) 6*3(

="#(V (, "7*),

="#(c ( #*6+

S1` JBA% #("2 (3 )6*3"

9:P< ;("2 #6 6)*""

=0' I

!

/V 3#2 (, 6,*(7

442 " )#*4(

$2Z C>MZ #+,2( + +*++
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注!

."(,̂

表示
I

!

DZ

基因第
"(,

密码子的天冬氨酸突变为缬氨

酸&其他氨基酸含义!

%;

甘氨酸)

;̀

组氨酸)

W;

酪氨酸)

=;

丝氨酸)

V;

亮

氨酸)

c;

色氨酸&

#("2

及
;("2

分别表示
JBA%

基因第
#("

密码子和

9:P<

基因第
;("

密码子的突变&

3#2

和
442

分别代表
I

!

/V

基因第
3#

和
44

密码子发生突变&

#+,2(

)

#+,2)

和
#+,2#

代表
C>MZ

基因第

#+,

密码子发生不同类型的突变
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论
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细菌产生耐药性的机制主要有
3

种!'

(

(屏障机

制*'

)

(酶类降解或失活*'

#

(药物的激活"代谢途径被

修饰*'

3

(药物靶点被修饰或靶点扩大化$

#

%

&结核分

枝杆菌对
3

种一线抗结核药物的耐药性均涉及药物

靶点被修饰#

S1`

的耐药性还与活化减低相关&近年

来#耐药
20Z

逐年上升#其产生的主要耐药机制是基

+

6#7

+
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期
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因突变&本研究采用的
XK';

反向点杂交技术是集

XK'

技术的高敏感性#反向斑点杂交的高特异性及膜

芯片技术的高通量为一体的快速基因诊断方法&它

可以同时针对
3

种一线抗结核药物的
"

种常见耐药

基因的
(#

个突变位点进行检测#并在
4P

内获得

结果&

大量研究表明#

I

!

DZ

基因突变与
'S&

耐药高度

相关&本次研究结果显示#钦州地区
I

!

DZ

基因的突

变位点主要为
="#(V

'

"7*),5

(#其次是
"̀),W

'

(4*")5

(#这与福建)江西)湖南及广西百色等地区

的研究结果相似$

3;6

%

&

S1`

是一种前体药物#在结核杆菌体内可被

JBA%

基因编码的过氧化氢酶
;

过氧化物酶激活#产生

活性氧及自由基等物质#攻击菌体内的药物靶点#发

挥杀菌作用&

JBA%

基因发生突变时#过氧化物酶活性

将降低或丧失#

S1`

活化受阻#从而导致其耐药性的

产生$

4

%

&

9:P<

基因的点突变和'或(缺失可导致
9:P<

基因表达增强#从而使烯酰基还原酶数量增多并超过

药物的抑制作用导致菌株耐药性产生$

7

%

&

BP

!

K

基因

编码烷基过氧化氢还原酶#参与氧化
;

应激反应&本研

究发现#广西钦州地区
S1`

耐药以
9:P<

基因 的
;

("2

位点突变最为常见#这与浙江)陕西)重庆及江苏

等多个地区结果不同$

(+;(#

%

#而与黑龙江相似$

(3

%

&由此

说明
9:P<

基因突变可能存在地域差异#这或许与地

理环境及人种有关#但是需要通过多地区)多中心的

大样本合作研究加以证实&

=0'

为氨基糖苷类抗菌药物#是结核病联合化疗

的重要成员&其耐药机制产生与
I

!

/V

基因'编码核

糖体蛋白
=()

(和
II/

基因'编码
(,=I'1<

(突变有

关#其中
I

!

/V

基因的常见突变位点为
3#

和
44

位密

码子$

("

%

&

$2Z

是一种人工合成的阿拉伯糖类似物#

主要作用于阿拉伯糖基转移酶#干扰细胞壁阿拉伯半

乳聚糖的合成$

(,

%

&研究表明
$2Z

耐药与
C>M

基因

簇
#

个邻近基因
C>M<

)

C>MZ

)

C>MK

的突变相关&本

研究中#

I

!

/V

基因的突变以
3#

位点为主#占
6,*(75

&

而
C>MZ

基因突变较少#只有
#

例#可能与本次研究标

本量不足有关#需要后续加大样本再次研究&

综上所述#广西钦州地区的主要耐药菌株为
S1`

耐药#其中又以
9:P<

基因突变为主&

XK';

反向斑点

杂交技术用于
20Z

耐药基因检测具有高灵敏度)高

特异性及快速)可靠等优点#适合于临床开展&
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