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!!"摘要#!耐药结核病是我国面临的重大公共卫生问题' 分子诊断技术的不断发展促进了耐药结核病患

者的早期诊断&但是不同耐药相关基因突变类型结果的解读成为分子耐药诊断领域的首要挑战' 世界卫生组

织于 #$#( 年出版了!结核分枝杆菌耐药相关基因突变目录及其临床应用指南"&旨在规范结核分枝杆菌分子

耐药结果解读&特别是对于基于二代测序技术获得的结核分枝杆菌菌株获得的突变信息进行深入剖析&以期

为临床提供更准确的耐药检测报告&也为耐药结核分子诊断技术在我国的推广使用奠定基础'
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!!#$()年全球约 (&$万人死于结核病$K1L3J91/:H.H%&

约 ( $$$万人发展为活动性结核病&其中约 @$万活动

性结核患者对利福平$J.2-,;.4&A?[%耐药&($$ 万患

者A?[敏感而异烟肼$.H:4.-S.<&?XQ%耐药' 因此&使

用各种检测工具迅速,准确地检测患者对这两种药物

耐药性&以尽快制定合适的治疗方案至关重要)(*

' 传

统药敏试验受限于结核分枝杆菌生长缓慢&往往需要

# \'个月才能获得结果&无法满足临床对耐药患者

即时诊断的需求&也造成患者治疗的延迟和潜在的耐

药结核传播风险' 随着快速诊断工具的发展&尤其对

A?[耐药性的分子生物学检测有了显著改善&且仪器

设备要求低,操作简便)#*

' #$(#年&全球只有 %]经细

菌学确诊的结核病患者进行了A?[耐药性检测&而到

#$()年有近 7(]进行了检测' 但同期开始接受耐多

药或A?[耐药结核病治疗的人数从 %% '#( 例增加到

(%% $))例&增加了近 (#)]' 因此&快速,准确的耐药

性检测在制定结核病治疗方案时至关重要)(&'*

' A?[

耐药性分子基础主要是 A?[耐药决定区$J.2-,;.9.4

J3H.HK-493+<3K3J,.4.45J35.:4&AAIA%的突变&其为一

个 "(个碱基对片段)&*

' 发现并认知此类耐药性基因

片段及新的分子工具的研究和开发&对于解决耐药性

检测方案起到重要作用)@*

' #$#$ 年世界卫生组织

$P:J/< Q3-/KM RJ5-4.S-K.:4&PQR%建议对所有结核病

患者的A?[和?XQ耐药性进行常规检测&而对耐多药

患者常规进行氟喹诺酮类药物$2/1:J:V1.4:/:43H&[̂H%

耐药性检测)@*

' 目前对?XQ和 [̂H的耐药机制研究

比较清楚&且已有相应耐药性检测的商品化分子生物

学检测工具)7*

&但这些药物的基因型药敏检测$<J15+

H1H93;K.L./.K0K3HK.45&I=N%的敏感度低于 A?[的敏感

度&因此需额外的表型I=N来检测基因型I=N遗漏

的耐药性)@*

' 在结核病药物研发长期停滞之后&多种

新药的陆续上市及现有抗菌药物的再利用&使结核病

尤其是耐药结核病的治疗方案有了巨大改进' 随着

抗结核新药和旧药新用在耐药结核病治疗的推广应

用&耐药性也随之增加&因此急需快速检测患者的耐

药情况&以选择合适的药物组合方案' 然而&目前对

这些药物耐药的分子机制仍然知之甚少&由于耐药菌

株整体数量较少&部分耐药相关基因突变位点及其

与耐药表型的相关性在不同研究得出的结果不尽相

同)%*

' 对于这些新型耐药相关基因突变位点与耐药

表型结果的解读将提升分子诊断技术在耐药结核中

的应用价值' 近年来&测序技术发展迅速&二代及三代

测序技术广泛用于基因型I=N&潜力巨大)%*

' 其中包

括全基因组测序$YM:/3+534:,3H3V1349.45&P_=%&测

序对象为培养的临床分离株&若直接对临床样本检

测&可对所有遗传物质进行测序&包括大量人类和其他

共生生物的IXD' 基于二代测序技术$43UK+5343J-K.:4

H3V1349.45K39M4:/:50&X_=%的基因型I=N工具的开发

和诊断效能评价&其主要限制是缺乏标准化,覆盖全

面的基因突变及其与耐药性关联的分类&可供诊断工

具开发者及临床检测人员使用' 关于基因组中不同

药物耐药性决定区域的数量,鉴别和临床解释&随着

该领域研究在持续更新&但耐药性决定区的暂时不确

定性&限制针对该区域检测工具的开发&尤其是对于

新药和旧药新用的药物)#&"*

' 因此&急需准确,全面的

结核分枝杆菌表型耐药相关基因突变目录&以区分临

床耐药变异与耐药无关变异' 鉴此&PQR在 #$#( 年

出版了!结核分枝杆菌耐药相关基因突变目录及其临

床应用指南"$以下简称!指南"%&以推进新药的基因

型I=N,表型I=N,测序数据相互识别&并更好地理解与

耐药表型相关的突变' !指南"基于已发表的数据&对

迄今为止最大的多国结核分枝杆菌复合群$T09:L-9K3+

J.1,K1L3J91/:H.H9:,;/3U&TǸ>%分离株$ a'" $$$%的

P_=和表型数据进行分析&用于从遗传数据预测临床

相关耐药表型' 该突变目录解释所有一线药物)A?[,

?XQ,乙胺丁醇$3KM-,L1K:/&*T̀ %和吡嗪酰胺$;0J-S.+

4-,.<3&bcD%*以及二线药物)左氧氟沙星$/3O:2/:U-9.4&

d[e%,莫西沙星$,:U.2/:U-9.4&T[e%,贝达喹林$L3<-V+

1./.43& Ì̂ %和利奈唑胺$/.43S:/.<&dcI%*,`组药物

)氯法齐明$9/:2-S.,.43&>[c%*,>组药物)德拉马尼

$<3/-,-4.<&IdT%,阿米卡星$-,.f-9.4&DTg%,链霉

素$HKJ3;K:,09.4&=NT%,乙硫异烟胺$3KM.:4-,.<3&*NR%

和丙硫异烟胺$;J:K.:4-,.<3&bNR%*的耐药性提供了常

见的标准化参考'

<7高质量的表型药敏和基因序列数据是纳入'指

南(研究的首要因素

<=<7表型药敏试验方法及基因测序结果解读注意事

项!创建结核耐药基因突变目录的基础为收集的数

据&包括表型I=N和培养的TǸ>分离株的P_=&以

下四个主要目录组成要素至关重要#

(B(B(!高质量表型 I=N!确保采用最佳表型 I=N

结果作为参考&由于结核杆菌表型 I=N方法优劣及

临界浓度$9J.K.9-/9:4934KJ-K.:4H&>>H%可能随时间不

断变化' 因此&对于具有多重表型I=N结果的TǸ>

分离株&优选当前PQR推荐的表型I=N方法&之前

或非PQR推荐方法次之' 新药及旧药新用类药物

使用微量肉汤稀释法$LJ:KM ,.9J:<./1K.:4& T̀I%I=N

检测数据较多&但PQR尚未推荐此方法及相应解释

+($)+
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标准&因此&该方法仅能-暂定.用于基因突变与表型

耐药关联' 基于以上表型I=N在应用方面存在多种

情况&兼顾PQR推荐的表型I=N方法及文献发表的

数据&将表型 I=N结果的可信度类别分为 & 类$由

!指南"自行定义&第 ( 类为 PQR当前推荐的表型

I=N方法&第 #类方法为PQR当前和之前推荐的表

型I=N方法&第 ' 类指其他表型 I=N方法&主要为

T̀I法&第 & 类为 ( \' 类之外的其他表型 I=N方

法%&第 ( 类$PQR当前推荐%,第 ( 和第 # 类$PQR

当前和之前推荐%和第 (,第 # 及第 ' 类$几乎所有方

法%的表型I=N数据进行了单独的关联分析)&&)+($*

'

见表 (' 许多TǸ>分离株采用一种以上的I=N方

法获得表型I=N结果&在这些情况下&需制定一个表

型I=N优先选择的顺序&只包括PQR最近推荐的表

型I=N数据' 当用同一分离株的一种药物的不同方

法获得的表型I=N结果都可用时&使用以下优选规则#

$(%(类a#类a'类' $#%在同一类别中&固体培养基

法结果优于液体培养基法结果&液体培养基更容易错

过关键的,临床相关的J;:̀ 突变)((*

' $'%在同一类别

的液体方法中&分枝杆菌生长培养系统$ D̀>N*>

NT

T09:L-9K3J.-/_J:YKM ?4<.9-K:JN1L3

NT

)7$&T_?N% a显

微镜观察下耐药检测方法$,.9J:H9:;.9:LH3JO-K.:4 <J15+

H1H93;K.L./.K0-HH-0&TRI=% à D>N*>

NT

&7$ a>A0bN?>&

但 D̀>N*>

NT

&7$ 不再使用&而 T_?N比 TRI= 有更

多的试验进行了验证)(#+('*

' 此类优先选择规则仅对

同一菌株使用同一类别的表型I=N方法检测结果可

信度进行判断时适用&可获得标准化的数据类型'

表 (!四种不同可信度类别初步判定依据

类!别
是否为当前
PQR推荐

是否为之前
PQR推荐

d+W固体
培养法

TRI= %Q($ %Q((

D̀>N*>T_?N

液体培养法
T̀I

D̀>N*>

NT

&7$

其他方法

( 类
! ! ! ! ! !

# 类
! ! ! ! ! !

' 类
!

& 类
!

!注#若选项为是用
!

标记&否则不填写

(B(B#!高质量,标准化的 P_=&用于生成无偏倚的

原始序列数据!本次分析仅包括使用 ?//1,.4-仪器

生成的P_=数据' 该平台是目前使用最广泛的&并

可提供标准化测序数据&且以原始测序读取数据的

输出文件作为生物信息学分析的起点'

(B(B'!用于变异检测和注释的标准化生物信息学通

路!为了确保在所有数据源中统一识别突变&使用标

准化的生物信息通路去除非结核的数据&通过质量检

查处理数据&将读取数据与Q'%AO参考基因组对比&

最后识别突变' 该通路的设计目的是最大限度地检

测单核苷酸多态性$H.45/3419/3:K.<3;:/0,:J;M.H,H&

=XbH%和插入F缺失的变异检测&在此阶段可排除 h

)$]主要变异的耐药分离株'

(B(B&!标准化的,有效的方法识别与耐药性表型相

关的变异!对匹配的表型和基因型数据进行算法处

理&以识别基因单突变&该突变可清楚地解释观察到

的耐药表型' 然后对所有突变和表型的最终数据进

行统计评估&确定该变异与耐药性的相关性的比值比

$:<<HJ-K.:&RA%和阳性预测值'

<=>7不同抗结核药物表型 I=N结果展示!每个分

离株的表型 I=N结果数量不同&其中 & 种一线药物

$A?[,?XQ,*T̀ 和bcD%的结果最常见$见表 #%' 表

中Ddd数据集包括基于PQR认可的方法$PQR数

据集%和未经PQR认可方法的表型I=N&后者以 Ì̂ ,

>[c,IdT和dcI为主&但对此类新药或者旧药新用

药物的耐药率
"

(B#]' 除 Ì̂ 和 IdT外&所有药

物的Ddd数据集中的分离株均超过 ( 万株&部分药

物的分离株超过 ' 万株' 对A?[和?XQ的耐药率为

#&]\'7]&而 [̂H为 (&] \#$]&这个比率取决于

药物种类和数据来源' 有超过 (@ $$$ 株分离株评估

bcD的耐药性&其中 (&B7]通过PQR认可的方法具

有耐药性' PQR数据集中的耐药率从>[c的 $B7]

到*NR的&$B@]' 而在Ddd数据集中耐药率范围从

Ì̂ 的 $B)]到?XQ的 '@B&]'

表 #!按照药物种类和收集数据来源的表型I=N结果汇总

药!物 数据来源#

分离株
总数

耐药菌
株数

耐药率
$)@]=;%

A?[

PQR #%$7' 7%'7 #&B)$#&B& \#@B&%

Ddd '&'%@ )"7" #"B%$#"B# \#)B#%

?XQ

PQR #7%#% "&&$ '(B7$'(B$ \'#B(%

Ddd '&&'% (#()) '@B&$'&B) \'@B)%

*T̀

PQR #'%$7 '7(@ (@B#$(&B" \(@B%%

Ddd '$%$" &)$$ (7B$$(@B@ \(7B&%

bcD

PQR (@)$' #'#) (&B7$(&B( \(@B#%

Ddd (@)$# #'#) (&B7$(&B( \(@B#%

+#$)+
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!续表 #

药!物 数据来源#

分离株
总数

耐药菌
株数

耐药率
$)@]=;%

d[e

PQR ($'$@ #$() ()B7$("B" \#$B&%

Ddd ("#%% '($" (%B$$(7B@ \(%B7%

T[e

PQR 7)$& ($)& (@B"$(@B$ \(7B%%

Ddd (''@( ("7) (&B$$('B& \(&B7%

Ì̂

PQR ! "" ' 'B&$$B% \)B7%!

Ddd "'#( %' $B)$$B% \(B(%!

dcI

PQR (('( ) $B"$$B& \(B@%!

Ddd (($(" (#' (B($$B) \(B'%!

>[c

PQR '7'@ #' $B7$$B& \$B)%!

Ddd ($(%) !(#@ (B#$(B$ \(B@%!

IdT

PQR ! ") # #B#$$B' \%B)%!

Ddd %%%" "# (B($$B" \(B'%!

DTg

PQR "$&$ 77& "B'$%B% \"B)%!

Ddd (7)%" (#"" %B7$%B# \"B$%!

=NT

PQR )$&' #@7# #"B'$#%B& \#)B'%

Ddd (')"& &7'@ ''B($'#B& \''B)%

*NR

PQR #("& ""& &$B@$'"B& \&#B7%

Ddd (')(" #)7@ #(B'$#$B7 \##B$%

gDX

i

PQR %'"( 7"" )B'$"B% \($B$%

Ddd (7(@& (&"( )B#$"B% \)B7%

>Db

i

PQR )($' %$# %B%$%B# \"B'%

Ddd ((@#7 )%$ "B&$%B) \"B)%

!注#gDX#卡那霉素$f-4-,09.4%(>Db#卷曲霉素$9-;J3:,09.4%(

#表

型I=N数据来源#PQR数据集包括根据当前或以前的PQR指南获

得的表型I=N结果&而Ddd数据集包括通过未经 PQR认可的其他

方法获得的结果(

i该类药物不再推荐用于抗结核治疗

>7基于循证医学建立的结核分枝杆菌耐药相关基

因突变目录

!!对收集的所有TǸ>分离株同时具有P_=数据

和表型I=N结果进行了分析' 不同药物的突变基因

预测表型I=N结果&用敏感度,特异度和阳性预测值

三个指标进行区分$见表 '%' 三种指标通过关联水

平$组 (为耐药性相关&组 #为暂定耐药性相关%以及

综合评价来表示&阐明不同基因突变对表型 I=N耐

药相关性的贡献' 预测表型I=N耐药结果的突变可

能不够全面准确&因为参考标准不完善,药物关键浓

度随着时间的变化,从数百个不同实验室收集的表型

I=N数据时可能存在的一些问题' 此外&gDX和>Db

仅供参考&此类药物不再被推荐用于抗结核治疗' 对

于大多数药物来说&组(和组 #的突变组合的敏感度
$

%@]&特异度
$

)@]' 组 (中 #&个耐A?[突变的敏感

度为 )#B']&阳性预测值为 )@B7]&而组 (中 @个突变

对?XQ的联合敏感度为)$B$]&阳性预测值为)%B(]'

组 (中 )个突变对T[e的敏感度为 "%B']&(& 个突

变对*T̀ 的敏感度为 "7B']' Ddd数据集中很少有

分离株对新药和旧药新用药物有耐药性&对这些药物

的耐药性关联还不明确' 其中一些药物的特异度低

于预期&可能因表型参考或所使用的解释标准有差

异' 组 #中基因突变对大多数药物的预测性能没有

较大影响&但使与bcD和*NR耐药相关基因检测的

敏感度分别从 @7B"],&%B#]上升到 %#B'],%@B%]

$为组 (和组 # 耐药相关基因检测综合敏感度%' 耐

药性产生通常仅与几个关键的突变相关&这一尝试

促进了快速核酸扩增检测的发展&显然&全面的分子

I=N+P_=将成为一种理想的新方法&可以覆盖更多

的基因' 此外&尽管每个突变可能并不总是能导致表

型I=N结果为耐药性&但多个突变的累积效应可能会

产生耐药情况' 随着更多的数据和证据的验证&预计

一些与暂定耐药性相关的突变可能会转移到第 ( 组&

一些意义不确定的突变可能被发现与耐药性或者暂

时耐药性有关&推动该领域进一步发展'

表 '!基于Ddd数据集不同基因突变预测表型I=N耐药性结果的敏感度!特异度和阳性预测值

药!物
组 (#

耐药性相关
组 ##

暂定耐药性相关
组 '#

不确定耐药性
组 &#

与暂定耐药性无关
组 @#

与耐药性无关

A?[ 鉴定基因突变数量 #& ((( (@@$ $ #"

敏感度$]&)@]=;% )#B'$)(B" \)#B"% 'B@$'B# \'B)%!

特异度$]&)@]=;% )"B'$)"B( \)"B@% ))B"$))B" \))B"%

阳性预测值$]&)@]=;% )@B7$)@B# \)7B$% ""B%$"@B# \)(B%%

?XQ 鉴定基因突变数量 @ ((" ##@# 7$(% ##

敏感度$]&)@]=;% )$B$$")B& \)$B@% #B"$#B@ \'B(%!

特异度$]&)@]=;% )"B@$)"B& \)"B%% ))B)$))B" \))B)%

阳性预测值$]&)@]=;% )%B($)7B" \)%B&% )(B"$""B7 \)&B&%

*T̀ 鉴定基因突变数量 (& ( #7&( @ ')

敏感度$]&)@]=;% "7B'$"@B' \"%B'% $B&$$B# \$B7%!

特异度$]&)@]=;% )'B'$)'B$ \)'B7% ($$B$$))B) \($$B$%

阳性预测值$]&)@]=;% %(B($7)B) \%#B#% %#B$$@$B7 \"%B)%

+'$)+
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!续表 '

药!物
组 (#

耐药性相关
组 ##

暂定耐药性相关
组 '#

不确定耐药性
组 &#

与暂定耐药性无关
组 @#

与耐药性无关

bcD 鉴定基因突变数量 ($@ #''$@% %%@ (7$(% (@

敏感度$]&)@]=;% @7B"$@&B" \@"B"% (@B7$(&B# \(%B#%

特异度$]&)@]=;% ))B($))B$ \))B'% ))B7$))B@ \))B%%

阳性预测值$]&)@]=;% )(B)$)$B& \)'B'% ""B($"&B7 \)(B(%

d[e 鉴定基因突变数量 " 7 7%# # (&

敏感度$]&)@]=;% %#B'$%$B@ \%&B#% #B&$(B) \'B$%!

特异度$]&)@]=;% )"B"$)"B7 \))B$% ))B7$))B@ \))B%%

阳性预测值$]&)@]=;% )(B($")B% \)#B'% @&B"$&7B$ \7'B&%

T[e 鉴定基因突变数量 ) @ @@# # ((

敏感度$]&)@]=;% "%B'$"@B% \""B"% (B'$$B" \(B)%!

特异度$]&)@]=;% )(B"$)(B' \)#B'% ))B%$))B7 \))B"%

阳性预测值$]&)@]=;% 7'B7$7(B% \7@B&% &$B$$#%B7 \@'B@%

Ì̂ 鉴定基因突变数量 $ $ @@' $ &

dcI 鉴定基因突变数量 ( $ &$' $ #

敏感度$]&)@]=;% '"B#$#)B7 \&%B&%

特异度$]&)@]=;% ))B"$))B" \))B)%

阳性预测值$]&)@]=;% %'B&$7$B) \"'B%%

>[c 鉴定基因突变数量 $ $ 7$( $ %

IdT 鉴定基因突变数量 $ ( '@) $ $

敏感度$]&)@]=;% 7B($#B$ \('B%%

特异度$]&)@]=;% ($$B$$))B) \($$B$%

阳性预测值$]&)@]=;% "'B'$'@B) \))B7%

DTg 鉴定基因突变数量 # # (@&' $ #&

敏感度$]&)@]=;% %7B&$%&B$ \%"B%% $B)$$B& \(B@%!

特异度$]&)@]=;% ))B($)"B) \))B#% ))B)$))B) \($$B$%

阳性预测值$]&)@]=;% "%B&$"@B' \")B'% &%B"$#7B" \7)B&%

=NT 鉴定基因突变数量 (# (77 ('#% ($(% (@

敏感度$]&)@]=;% %@B#$%'B) \%7B&% %B"$%B$ \"B7%!

特异度$]&)@]=;% )"B$$)%B7 \)"B#% )%B@$)%B( \)%B"%

阳性预测值$]&)@]=;% )&B"$)&B$ \)@B@% 7$B@$@7B& \7&B&%

*NR 鉴定基因突变数量 & '#% ($)) $ $

敏感度$]&)@]=;% &%B#$&@B' \&)B$% '&B'$'#B7 \'7B$%

特异度$]&)@]=;% )@B"$)@B& \)7B#% )@B@$)@B( \)@B)%

阳性预测值$]&)@]=;% %@B#$%'B# \%%B#% 7%B'$7&B) \7)B%%

gDX

i 鉴定基因突变数量 % ( @)& ( (#

敏感度$]&)@]=;% %#B)$%$B7 \%@B#% $B'$$B( \$B%%!

特异度$]&)@]=;% )"B&$)"B# \)"B7% ($$B$$($$B$ \($$B$%

阳性预测值$]&)@]=;% "#B&$"$B' \"&B@% 77B%$##B' \)@B%%!

>Db

i 鉴定基因突变数量 @ '' ($$) $ #$

敏感度$]&)@]=;% 7&B'$7(B# \7%B'% @B($'B" \7B7%!

特异度$]&)@]=;% )"B@$)"B# \)"B%% ))B"$))B" \))B)%

阳性预测值$]&)@]=;% %)B&$%7B& \"#B#% %@B&$7'B( \"@B#%

!注#

i此类药物不再被推荐用于抗结核治疗(?XQ,bcD和 =NT括号中的菌株数未进行计算&因这些分离株中未发现突变&是根据之前PQR指

南或文献纳入统计的

+&$)+
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?7未来基因突变目录的更新与修订注意事项

?=<7分析的数据类型!$(%当前治疗指南表明&耐

?XQ和T[e水平显著影响治疗效果&例如高剂量?XQ

可能用于单独 ?XQ低水平耐药治疗&高水平耐药突

变的T[e不能使用高剂量T[e治疗)@*

' $#%应评估

所使用药物的有效性&特别是当抗生素的剂量发生改

变)&*

' $'%一些突变仅导致最小抑菌浓度$,.4.,1,

.4M.L.K:J09:4934KJ-K.:4&T?>%值的适度增加&使用可

信度类别表型 I=N进行分类时比较困难&理想情况

下&应该分析个体突变模式&像欧洲抗菌药物敏感性

试验委员会所定义的-技术不确定性领域.的突变类

型&以尽量减少主要表型I=N结果错误)&&(& E(@*

' $&%

收集更大量,更合适的数据&尽量收集准确测试方法

和合理结果解释的基因型数据&例如特定JJ/突变导

致dcI耐药)%&(7 E(%*

' J;:̀ N&#%D虽然在 AAIA中&

但可能不产生A?[抗性)("*

'

?=>7分级标准!$(%鉴于几个关键药物$如 Ì̂ 和

IdT%的耐药基因与表型I=N结果数据极少&放宽分

级标准和$或%根据新的专家规则进行分类&类似用于

bcD和 ;49D耐药性分析)%*

' $#%需用其他方法来对补

偿机制进行分类' $'%基因的选择和相应的调控区域

必须根据最新的科学证据进行修改' 例如&AO()%)9在

>[c和 Ì̂ 耐药性中的作用就受到了质疑)%+"*

' $&%

同义突变与耐药性无关&除非如终止起始密码子发生

在2-L_(或AO'%)'中&需进行核查并根据研究结果&在

以后的修订版中可能会进行不同的处理)()+#$*

&类似于

核苷酸变化但未导致相应氨基酸发生改变的情况)(7*

'

?=?7生物信息学路径!$(%应评估和研究具有不同

耐药性等位基因的分离株' $#%在当前的算法中没有

识别出较大的插入序列&这导致一些突变错误地出现

为单突变&如-M;>启动子突变$如>+@%N突变%&同样

在目前的分析中没有考虑到终止密码子的消除' $'%

探索数据筛选失败的确切影响因素和对分析结果影

响的程度'

?=@7如果发现耐药性标记&应进行确认试验!$(%

考虑表型I=N的重现性,所使用的临界点的准确性

和耐药率' $#%一个突变是否导致T?>值接近临界

点' $'%根据专家共识或PQR之前对某些突变进行

分类&这可能是不正确的' 例如&在3KMD,5.<,f-K_或

;49D的实际终止密码子之前的一个密码子的无义突

变不太可能产生耐药性&这些例外可以通过实验或结

构建模来确定)#(*

'

@7展望

基于分子诊断技术的耐药结核病早期诊断对于

有效控制结核病具有重要的意义' 传统基于分子信

标,反向杂交,熔解曲线等鉴定耐药突变位点的分子

诊断技术&通过对耐药的高频位点进行检测实现了对

A?[,?XQ,[̂H耐药性的精准早期检测&目前在临床

中发挥了重要的作用)##*

' 近年来&随着测序技术的

普及&临床可以在 ( \# <内获得覆盖位点更广泛,涵

盖药物种类更多的耐药相关基因序列信息&!指南"

为高通量多靶点耐药结核检测方法的临床应用提供

了重要的数据解读依据&但是!指南"在制定规程中

还存在一定的不足#首先&表型I=N是!指南"的分析

基础&尽管!指南"对表型I=N结果进行了优先等级划

分&但是部分药物缺乏有效的关键浓度是制约后续分

析的关键因素(特别是 T[e&在 #$(&/#$(" 年&T[e

以 #B$ ,5Fd作为关键浓度&而后其降低到$B@ ,5Fd&

关键浓度的异质性将极大地影响对耐药突变结果的

解读)($&#'*

' 其次&对于不同突变位点对耐药的影响&

!指南"提供了不同程度的可信度推荐&而这正是基于

对于既往文献数据的汇总' 因此&部分罕见位点即便

是引起高水平耐药&但是由于证据较少&在推荐等级

上也偏低' 此外&部分抗结核新药耐药菌株较少&也

造成其耐药突变分析的难度&因此亟待扩充针对罕见

突变以及抗结核新药的耐药突变的全球数据&以完善

!指南"' 再次&!指南"获取的分子数据基于P_= 的

结果&由于研究成本原因&上述数据主要来自于结核

病低负担国家&而不同国家流行的优势结核分枝杆菌

谱系存在显著差异&提高菌株的代表性以覆盖结核病

高负担国家的优势谱系将是值得重点关注的方向'

未来应该聚焦于采集更多的关于新药及旧药新用药

物的表型耐药信息&并开展体内$.4 O.O:%和体外$.4

O.KJ:%筛选试验' 今后的分析应该聚焦于结合T?>揭

示单个突变间的以及几组突变间的关联' 这样的数

据将有助于分子诊断技术指导个性化的单个药物剂

量制定' PQR计划对本分类定期修订&并尝试着将

这些科研进展促进公共卫生应对举措并填补其空白'
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