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目的 评价
M<I.

反向点杂交技术在检测结核分枝杆菌耐药突变基因中的应用价值+方法 选取

/%$;

年
0

月至
/%$9

年
$/

月江西省胸科医院住院的部分肺结核患者作为研究对象#共
$%1$

例+研究对象均送检

了痰液标本#共
$%1$

份+所有患者均经病原学或病理学证实#或符合菌阴肺结核诊断标准+采用
M<I.

反向点杂

交技术对研究对象痰标本进行异烟肼&

U

'*利福平&

I

'*链霉素&

H

'*乙胺丁醇&

2

'耐药基因检测#并以痰培养阳性标

本的药物敏感性试验&简称(药敏试验)'检测结果作为金标准#来验证检测结果的可靠性及评价其检测效能+

结果
M<I.

反向点杂交检测的
$%1$

例患者中#

9()

例结核分枝杆菌阳性#阳性率为
99&)9:

+其中#

/$0

例

&

')&90:

'检出
U

*

I

*

H

*

2

耐药基因突变#分布于所测
$'

个位点+

U

*

I
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H

*

2

最常见突变位点分别位于
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例患者标本同时行结核分枝杆菌培养#培养阳性且同时
M<I.

反

向点杂交检测阳性
$91

例+以培养及药敏试验结果为金标准#

M<I.

反向点杂交法对
U
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I
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H

*

2

的耐药检测经

O7

@@

7

检验具有较好的一致性&
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值分别为
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'+结论
M<I.

反向点杂交技术用于结核分枝杆菌耐药基因检测较为可靠#对早期临

床用药具有较好的指导作用+
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M<I.

反向点杂交技术是将
M<I

技术的高敏感

度*反向斑点杂交技术的高特异性和膜芯片技术的

高通量
'

种成熟技术的优势有效结合的快速基因诊

断手段+它可同时检测
;

种一线药物的
9

个常见耐

药相关基因上
$'

个位点的突变#且简便快速#可直

接采用痰标本进行检测#

0=

即可得出结果+本研究

采用
M<I.

反向点杂交技术#对江西省胸科医院住院

肺结核患者的痰标本进行一线抗结核药物,异烟肼

&

U

'*利福平&

I

'*链霉素&

H

'*乙胺丁醇&

2

'-的
9

个

常见耐药突变基因中的
$'

个位点进行检测#以了解

这些基因突变的发生频率及分布特点#并以药物敏

感性试验&简称(药敏试验)'作为金标准进行比较#

分析其敏感度*特异度*符合率*阳性预测值*阴性预

测值等指标#评价其在结核分枝杆菌快速耐药检测

中的价值+

对象和方法

$+

对象!选取
/%$;

年
0

月至
/%$9

年
$/

月江西

省胸科医院住院的部分肺结核患者作为研究对象#

共
$%1$

例+其中#男
1/'

例#女
';0

例#年龄
$(

"

09

岁+研究对象均送检了痰液标本#共
$%1$

份+

所有患者均经病原学或病理学证实#或符合菌阴肺

结核诊断标准+

/+

仪器与试剂!

N?1)%%

基因扩增仪由中山大

学达安基因股份有限公司提供%

UI;%.

%

?/

生物安

全柜由青岛海尔公司提供%恒温杂交仪由亚能生物

技术&深圳'有限公司提供%

M<I.

反向点杂交试剂由

亚能生物技术&深圳'有限公司提供%分离培养专用

酸性罗氏培养基由江西省胸科医院检验科结核分枝

杆菌培养室自制+

'+M<I.

反向点杂交!&

$

'

NF?

提取及
M<I

扩

增!取痰标本
'

"

935

#加等量
;:F4PU

液化

/%3#-

#离心半径
983

#

$'%%%C

"

3#-

#离心
93#-

#弃

上清%向沉淀中加入
$35

的磷酸盐缓冲液#混匀#离

心半径
983

#

$%%%%C

"

3#-

#离心
/3#-

%向沉淀中加

入
9%

&

5

裂解液#打匀#沸水浴
$%3#-

#离心半径

983

#

$%%%%C

"

3#-

#离心
/3#-

#留上清液+取出

M<I

反应管#在管壁上做好标记#离心半径
983

#

9%%%C

"

3#-

#离心
$%,

#加入已提取的待测样品
NF?

;

&

5

+同时取两管
M<I

反应管分别加入阳性质控

品和阴性质控品
NF?

#作为产品使用过程的质量控

制+按说明书要求进行扩增+&

/

'杂交*洗膜*显示!

取
$935

塑料离心管#放入标有患者编号的膜条#加

入
?O

液&依说明书#由氯化钠*柠檬酸钠*十二烷基

硫酸钠按一定比例配置'

9

"

)35

及所有&

/9

&

5

'

M<I

产物#将盖拧紧#混匀+将离心管放入沸水浴

中加热
$%3#-

#取出离心管#放入分子杂交箱
9(h

杂交
$&9=

+取
9%35

塑料管#加入
;%35Q

液&依说

明书#由氯化钠*柠檬酸钠按一定比例配置'于分子

杂交箱或水浴箱中预热至
9(h

+取出膜条#移至装

有预热至
9(hQ

液的
9%35

管中#于
9(h

轻摇洗

涤
$93#-

+按
?O

液
iMPN

&链霉亲和素辣根过氧

化物酶'

b/%%%i$

配制孵育液#室温轻摇孵育

'%3#-

#弃去
MPN

溶液+用
?O

液室温轻摇洗

/

次#每次
93#-

+用
<

液&柠檬酸钠'室温洗膜

/3#-

#同时配制显色液+将膜条浸泡于显色液中避

光显色
9

"

$%3#-

即可观察结果+

;+

细菌培养及药敏试验!按照3结核病诊断实验

室检验规程4

,

$

-

#采用改良罗氏培养法及比例法药敏

试验+

9+

统计学分析!采用
HMHH$'&%

软件进行分析#

M<I.

反向点杂交检测与药敏试验对研究对象耐药

检测结果的比较采用
S8FB34C

检验#以
-

%

%&%9

为差异有统计学意义+对
M<I.

反向点杂交检测与

药敏试验检测结果进行
O7

@@

7

一致性检验#

O7

@@

7

值
&

%&19

为两者的一致性较好#

O7

@@

7

值为
%&;

"

%&19

为一致性一般#

O7

@@

7

值
%

%&;

为一致性差+

符合率
b

&真阳性例数
T

真阴性例数'"检测对象总例数
Z

$%%:

%敏感度
b

真阳性例数"&真阳性例数
T

假阴性例数'

Z

$%%:

%特异度
b

真阴性例数"&真阴性例数
T

假阳性例数'

Z

$%%:

%阳性预测值
b

真阳性例数"&真阳性例数
T

假阳性例

数'

Z$%%:

%阴性预测值
b

真阴性例数"&真阴性例数
T

假阴

性例数'

Z$%%:

+

结
!!

果

$+M<I.

反向点杂交检测结果!
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例患者中#
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例结核分枝杆菌阳性#阳性率为
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中#

'10

例&

)'&;/:

'未检出
U

*

I

*

H

*

2

耐药基因突

变#

/$0

例&

')&90:

'检出
U

*

I

*

H

*

2

耐药基因突变#

分布于所测
$'

个位点+检测显示#

I

耐药
$;%

例#

耐药率为
/'&;(:

&

$;%

"

9()

'%

U

耐药
$)%

例#耐药

率为
/)&09:

&

$)%

"

9()

'#其中
)

例同时出现
'$9S

和
.$9S

突变%

H

耐药
00

例#耐药率为
$;&11:

&

00

"

9()

'#其中
$

例同时出现
;'S

和
00S

突变%

2

耐药
1)

例#耐药率为
$/&19:

&

1)

"

9()

'#其中
/

例

同时出现
'%)S$

和
'%)S/

突变+各突变基因位点

分布情况见表
$

+

表
!

!

/$0

例经
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反向点杂交检测发生耐药基因突变

患者突变位点分布情况

药物突变位点 检出例次

占该药物基因突变

总检出例次的

构成比&
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表示
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9$

基因第
9$)

密码子的
N

突变为
E

#即天冬氨酸

突变为缬氨酸+其他氨基酸含义!

f.

甘氨酸*

U.

组氨酸*

e.

酪氨酸*

H.

丝氨酸*

V.

亮氨酸*

g.

色氨酸*

O.

苏氨酸*

F.

天冬氨酸+

'$9S

及

.$9S

分别表示
W7B,

基因第
'$9

密码子和
%&1*

基因第
.$9

密码子的

突变+
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和
00S

分别代表
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D!

基因第
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和
00

密码子发生突

变+

'%)S$

*

'%)S/

和
'%)S'

代表
3C($

基因第
'%)

密码子发生不

同类型的突变
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反向点杂交法与固体药敏耐药情况比

较!

;''

例患者标本同时行结核分枝杆菌培养#培养

阳性且同时
M<I.

反向点杂交检测阳性
$91

例#药敏

试验结果显示耐药者
1;

例#其中
I

耐药
9(

例#耐

药率为
'1&90:

&

9(

"

$91
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U

耐药
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例#耐药率为
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耐药
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例#耐药率为
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以培养及药敏试验结果为金标准#经检验两种不同

方法对
U

*

I

*

H

*

2

的耐药检测情况差异无统计学意

义#经
O7

@@

7

一致性检验#两种方法具有较好的一

致性+结果见表
/

+

讨
!!

论

目前#临床上用于结核分枝杆菌耐药检测的主

要方法是培养法及药敏试验#被誉为 (金标准)+但

此方法操作复杂*费时#一般需要
;

"

0

周#诊断周期

长#且培养困难#敏感度低#不能及时指导用药+随

着分子生物学诊断技术的不断进步#结核分枝杆菌

的耐药突变基因检测得到了很快发展+

M<I.

反向

点杂交技术是将
M<I

技术的高敏感度#反向斑点杂

交技术的高特异性和膜芯片技术的高通量
'

种成熟

技术的优势有效结合的快速基因诊断手段#可同时

检测
;

种一线药物的
9

个常见耐药相关基因上
$'

个位点的突变+并且#其与培养法及药敏试验相比#

简便快速#

0=

即可得出结果+

研究表明#大部分结核分枝杆菌耐药性产生的

主要原因是药物作用靶点的基因发生突变+目前已

知的结核分枝杆菌针对一线药物的耐药相关基因突

变包括!针对
I

耐药的
A

@

9$

耐药核心区各碱基%针

对
5

的
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*
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本研究应用
M<I.

反向点杂交法检测
$%1$

例肺

结核患者痰标本#

9()

例结核分枝杆菌基因检测阳

性#阳性率为
99&)9:

%其中#

/$0

例发生耐药基因突

变#分布于所测
$'

个位点+

U
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*
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等
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种药物

最常见的突变位点分别位于
O7B,

的
'$9S

*

A

@

9($

的
H9'$V

*

A

@

DE

的
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#

与文献,

9.1

-报道的基本相符+

在实际应用中#基因芯片技术的结核分枝杆菌

耐药性检测结果具有较高的可靠性#相关文献表明

其敏感度达
09&9:

"

$%%:

#特异度达
$%%:

,

0.$%

-

#

但所示文献均以
M<I.

直接测序为金标准+本研究

采用
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反向点杂交技术#同时检测
U
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*

H

*

2

等

;

种药物#并以培养法及药敏试验为金标准进行对

比+结果显示#两种方法检测结果差异无统计学意义%
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反向点杂交法与药敏试验对
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例结核分枝杆菌检测阳性患者耐药检测的比较

M<I

反向点杂交法

药敏试验

异烟肼&例' 利福平&例' 链霉素&例' 乙胺丁醇&例'

耐药 敏感 耐药 敏感 耐药 敏感 耐药 敏感
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一致性分析显示具有中高度一致性#其符合

率均在
01:

以上+由此说明#

M<I.

反向点杂交技术

用于结核分枝杆菌耐药基因检测具有可靠性+另

外#

M<I.

反向点杂交技术检测耐药基因的特异度均

较高&均
$

(%:

'#说明其造成耐药菌误诊的可能性

小%但敏感度偏低#尤其是
H

&

)1&91:

'与
2

&

)'&$):

'#

说明其造成耐药菌漏诊的概率较高+究其原因#可

能为每种药物均有多个耐药基因及位点#本研究仅

针对常见耐药基因及位点进行了检测+

综上所述#

M<I.

反向点杂交技术用于结核分枝

杆菌耐药基因检测具有快速*可靠的优点#对早期临

床用药具有指导作用%但限于检测基因的不足#造成

诊断敏感度不够高+因此#有必要进一步研究尽可

能包含更多突变基因的试验方法+
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