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目的
!

评价线性探针技术诊断临床耐多药结核病"

$U#B&̂

$的价值&方法
!

收集临床分离的结核分

枝杆菌菌株
(01

例!采用比例法药敏试验和线性探针技术检测利福平和异烟肼的耐药性!以比例法药敏试验为金标

准!分析线性探针方法检测的敏感度'特异度&结果
!

与比例法药敏试验相比!线性探针技术检测耐利福平敏感度

为
11)1=A

!特异度为
=1)+@A

!耐药检出率差异无统计学意义"

,

(

<+)1(

!

!

%

+)+@

$#耐异烟肼敏感度为
1*)0'A

!

特异度为
=-)0=A

!耐药检出率差异无统计学意义"

,

(

<+)0=

!

!

%

+)+@

$#诊断
$U#B&̂

的敏感度为
-1)(0A

!特异

度为
=0)1@A

!耐多药检出率差异无统计学意义"

,

(

<+)@,

!

!

%
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$&结论
!

线性探针技术敏感度和特异度高!可

用于
$U#B&̂

的早期诊断&
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我国是全球第
(

大结核病高负担国家#患病人群数量巨

大#面临着严峻的结核病流行趋势#同时也是全球
(-

个耐药结

核病高负担国家之一#耐多药结核病$

$U#B&̂

#至少对异烟肼

和利福平同时耐药的结核病&患病人数高居全球第
'

位)

'B(

*

+

目前传统药敏试验仍然是诊断
$U#B&̂

常用的细菌学诊断工

具#但此方法耗时较长#难以实现对结核病患者的早期正确诊

断和治疗)

,B*

*

#因此亟须一种更快速和更可靠的实验室诊断方

法辅助临床诊断+随着分子生物学诊断技术的不断发展#线性

探针技术作为一种快速检测结核菌对异烟肼和利福平是否耐

药的技术#已被世界卫生组织认可)

@

*

#近年来逐步应用于我国

结核病实验室#而目前陕西地区较少见关于应用此技术诊断

$U#B&̂

价值评估的相关报道+为了进一步验证线性探针技

术快速诊断
$U#B&̂

在本地区结核病防治工作中的可行性#

笔者选取
(01

例临床分离结核分枝杆菌菌株#以比例法药敏试

验为金标准#评价应用线性探针技术诊断
$U#B&̂

的价值+

现报道如下+

$

!

资料与方法

$)$

!

标本来源
!

选取
(+',

!

(+'@

年陕西省结核病防治研究

所临床患者痰液标本中分离的结核分枝杆菌菌株
(01

例+

$)/

!

仪器与试剂
!

仪器!生物安全柜,博日
"DL7GCKNI

基因扩

增仪,

&WD;NKV8GC9

杂交仪,金属浴,超声破碎仪,离心机,移液

器$

'+++

,

(++

,
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&

"

&+试剂!引物"核苷酸混合物
3!$

#热启

动
&8

R

酶试剂盒#

47;CG

M6

7

耐多药试剂盒$德国
S8D;JDL7FNDB

7;N7

公司#批号
/%++'@,

&#无菌去离子水+分枝杆菌药敏罗氏

培养基$珠海贝索生物技术有限公司#批号
'@'++=+'

&+结核

分枝杆菌标准株$

S,-#E

&由中国疾病预防控制中心结核病临

床防治中心国家参比实验室提供+

$)'

!

方法

$)')$

!

线性探针检测
!

参照文献)

0

*中的标准化操作程序进

行+

U!2

提取!使用接种环取一环培养物于
')@:"

离心管

中#每管加
,++

&

"

无菌去离子水#涡旋振荡重悬+

=@f

金属

浴孵育
(+:D;

#超声裂解
'@:D;

#

'(+++`

H

离心
@:D;

#将上

-

0,,'

-

检验医学与临床
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@
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卷第
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期
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清液转移到新的
')@:"

离心管+

35#

扩增!扩增体系采用
@+

&

"

反应体系#

@

&

"U!2

模板#
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&

"3!$

#

@
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缓

冲液#

(
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酶#
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去离子水+反应条件!

=@f'@:D;

#

=@f,+F

,
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个循环#

=@f(@F

,

@,f*+F

,

-+f*+F(+

个循环#

-+f1:D;

#
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+杂交!

每个槽的一角加
(+

&

"

变性试剂$

U.!

&及加
(+

&

"35#

产物

室温孵育
@:D;

#每个槽加
':"*@f

预热的杂交缓冲液

$

Sb̂

&#放入标记好的探针试条#

*@f

杂交仪孵育
,+:D;

#吸

出
Sb̂

#加
':"

漂洗液$

%&#

&#

*@f

杂交仪孵育
'@:D;

#吸

出
%&#

#加入
':"

漂洗液$

#/!

&漂洗
':D;

#倒掉
#/!

#加入

':"

按
'l'++

的比例稀释标记物$

5>!B5

&室温孵育
,+:D;

#

加入
':"#/!

漂洗
(

次#蒸馏水
':"

漂洗
'

次#每次
':D;

#

倒掉洗液#加入
':"

按
'l'++

的比例稀释底物$

%?̂B5

&室温

孵育
'+:D;

+加
':"

蒸馏水洗
(

次+结果判读如下#耐药!

野生条带$

]&

&缺失或突变条带$

$?&

&出现%敏感!所有
]&

条带都出现且所有
$?&

条带都缺失%结核分枝杆菌复合群

$

&?̂

&!

&?̂

条带出现%未检测到结核分枝杆菌!

&?̂

条带

缺失+

$)')/

!

比例法药物敏感试验
!

参照文献)

-

*中的标准化操作

程序进行+用接种环刮取新鲜菌落#研磨后与标准麦氏比浊管

比浊#得到
':

H

"

:"

的菌液%稀释成
(

!

'+:

H

"

:"

和
*

!

'+

:

H

"

:"

菌液%用
((%]4

标准接种环分别取
'

满环$即
+)+'

:"

&菌液#用划线法均匀接种至对照及含药培养基表面$药物

浓度!利福平
*+

&

H

"

:"

#异烟肼
+)(

&

H

"

:"

&#直立放置于

,-f

恒温培养箱内培养#

*

周后报告结果+结果判读!耐药百

分比
<

$含药培养基上生长的菌落数"对照培养基上生长的菌

落数&

'̀++A

+若耐药百分比
$

'A

者则为敏感株#

&

'A

者则

认为受试菌对该药耐药+

$)1

!

质量控制
!

实验室技术人员均持有临床基因扩增检验技

术资格证%参加国家结核病控制中心参比实验室开展的药敏试

验测试#并通过质控考核+所有操作步骤严格按照标准化操作

步骤进行#对于检验失败的样本进行重复试验+

$)2

!

统计学处理
!

应用
%3%%'=)+

统计软件进行统计分析#

计数资料以率表示#组间比较采用
,

( 检验#比较两种检测方法

的敏感度,特异度,约登指数,阳性预测值,阴性预测值,

=@A

5/

#判断耐药检出率差异+以
!

$

+)+@

为差异有统计学意义+

/

!

结
!!

果

/)$

!

两种方法检测
$U#B&̂

情况
!

线性探针技术检测和比

例法药敏试验
$U#B&̂

检出率分别为
'0)+*A

$

*,

"

(01

&和

'-)'0A

$

*0

"

(01

&#差异无统计学意义$

,

(

<+)'(

#

!

%

+)+@

&+

/)/

!

两种方法检测利福平和异烟肼的结果比较
!

线性探针检

测结果分析!

(01

例菌株中
0+

例为利福平耐药#耐药率为

((),=A

$

0+

"

(01

&%

*=

例为异烟肼耐药#耐药率为
'1)(1A

$

*=

"

(01

&+比例法药敏试验检测结果分析!

0,

例为利福平耐药#耐

药率为
(,)@'A

$

0,

"

(01

&%

@(

例为异烟肼耐药#耐药率为

'=)*+A

$

@(

"

(01

&+见表
'

,

(

+以比例法药敏试验为金标准#

检测 耐 利 福 平 敏 感 度 为
11)1=A

$

=@A#$

!

1')',A

!

=0)0@A

&#特异度为
=1)+@A

$

=@A#$

!

=0)'0A

!

==)=*A

&#约

登指数为
+)10=*

$

=@A#$

!

+)-1=@

!

+)=*=,

&#阳性预测值为

=,),,A

$

=@A#$

!

1-)+(A

!

==)0*A

&#阴性预测值为
=0)0,A

$

=@A#$

!

=*)'1A

!

==)+1A

&#耐药检出率差异无统计学意义

$

,

(

<+)1(

#

!

%

+)+@

&%耐异烟肼敏感度为
1*)0'A

$

=@A#$

!

-*)1'A

!

=*)*'A

&#特异度为
=-)0=A

$

=@A#$

!

=@)0=A

!

==)0=A

&#约登指数为
+)1(,+

$

=@A#$

!

+)-(,+

!

+)=(,+

&#

阳性预测值为
1=)1+A

$

=@A#$

!

1+)1-A

!

=1)-,A

&#阴性预

测值为
=0)-=A

$

=@A#$

!

=*)*0A

!

==)'(A

&#耐药检出率差异

无统计学意义$

,

(

<+)0=

#

!

%

+)+@

&+

表
'

!

两种方法对利福平耐药性的检测结果比较'

1

)

线性探针
比例法药敏试验

耐药 敏感
合计

耐药
@0 * 0+

敏感
- (+' (+1

合计
0, (+@ (01

表
(

!

两种方法对异烟肼耐药性的检测结果比较'

1

)

线性探针
比例法药敏试验

耐药 敏感
合计

耐药
** @ *=

敏感
1 ('' ('=

合计
@( ('0 (01

/)'

!

两种方法检测
$U#B&̂

结果比较
!

以比例法药敏试验

为金标准#诊断
$U#B&̂

的敏感度为
-1)(0A

$

=@A#$

!

00),*A

!

=+)'1A

&#特异度为
=0)1@A

$

=@A#$

!

=*)@@A

!

==)'@A

&#约登指数为
+)-@''

$

=@A#$

!

+)0(@*

!

+)1-01

&#阳

性预测值为
1,)-(A

$

=@A#$

!

-()0=A

!

=*)-@A

&#阴性预测

值为
=@)@0A

$

=@A#$

!

1=)*+A

!

'++)++A

&#耐多药检出率差

异无统计学意义$

,

(

<+)@,

#

!

%

+)+@

&#见表
,

+

表
,

!

两种方法检测
$U#B&̂

的结果比较'

1

)

线性探针
比例法药敏试验

$U#B&̂

非
$U#B&̂

合计

$U#B&̂ ,0 - *,

非
$U#B&̂ '+ ('@ ((@

合计
*0 ((( (01

'
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快速耐药诊断可以为
$U#B&̂

的早期治疗提供科学依

据+线性探针技术基于多重
35#

扩增#扩增产物通过反向杂

交技术与预先固化在试纸条上的特异性探针杂交#通过杂交条

带的显色情况来判定结核分枝杆菌对利福平和异烟肼的耐药

性#可在
(*I

内获得检测结果#与常规比例法药敏试验$
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周&

相比#缩短了药敏结果的报告时间)
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+在欧美等发达国家#该

技术在临床或科研中已得到广泛应用#目前已通过中国食品药

品监督管理局批准可直接用于临床+

本研究结果显示线性探针耐多药技术检测与传统药敏试

验比较#检测耐利福平敏感度为
11)1=A

#特异度为
=1)+@A

%

耐异烟肼敏感度为
1*)0'A

#特异度为
=-)0=A

#与国内李强

等)
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*报道耐利福平敏感度$
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&,特异度$
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国外
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=1)=A

&,特异度
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=+)0A

&#特异度$

'++)+A

&相比#

本研究的敏感度较低#特异度相近#可能与不同国家和地区流

行的菌株不同有关+本研究结果表明对耐多药菌株的敏感度
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为
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#特异度为
=0)1@A

#约登指数为
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#高于文献
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*报道的敏感度$

-*)@'A

&#而特异度$

=1)@'A

&相近#表明线

性探针技术在陕西地区具有较好的适用性+在敏感度和特异

度保持不变的情况下#阳性预测值会随着人群耐药率的增高而

增高#本研究人群中利福平,异烟肼耐药率及耐多药率相对较
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#因耐多药检

测结果的准确性影响着患者治疗方案的选择#将线性探针技术

应用于耐多药高危人群的诊断将更有意义+本研究结果表明

线性探针技术对
$U#B&̂

具有较高的诊断价值

$U#B&̂

是当前陕西地区结核病控制的重点#线性探针

耐多药检测技术的敏感性和特异性高#检测时间短#为
$U#B

&̂

的早期诊断和治疗提供了可能+应用新的快速耐药检测

技术#将对陕西地区未来
$U#B&̂

控制具有重要意义+此外

开展线性探针耐多药检测技术需要建立标准临床基因扩增实

验室#对实验室人员技术水平的要求也相对较高)
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#鉴于本地

区各级结核病实验室的基本情况#与县区级结核病实验室相

比#该项技术更适合在地市级及以上的结核病实验室应用+
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