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目的 了解
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年广州市旧城区分枝杆菌的流行情况+方法 选取广州市胸科医院
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年
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月至
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年
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月门诊和住院患者作为研究对象#共
$%=<'

例+研究对象均由结核病实验室收集了痰液*尿

液*胸腹腔积液*脑脊液和穿刺液等标本#并经分枝杆菌培养为阳性+采用结核菌群特异性分泌蛋白
FXB)<

免疫

胶体金法进行菌群鉴定#对
FXB)<

检测阴性或阳性但怀疑非结核分枝杆菌'
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混合生长者#使用基因芯片法进行菌种鉴定#对芯片法无法鉴定者进行基因测序+结果
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例研究对象中#有
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例鉴定为无分枝杆菌#涂片结果为杂菌生长+共鉴定出
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种群分布达
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种#最常见的是龟
.

脓肿复合群分枝杆菌*胞内分枝杆菌*鸟分枝杆菌#分别占
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>>

"

)<

岁#分别占
/)&'%?

'

/(@

"

$$''

(和
/>&'/?

'

/('

"

$$>=

(+结论
/%$'

)

/%$>

年广州市旧城区分枝杆菌感染者中
FEB

为主要致病菌+

NEF

感染菌群种类较

多#中老年人感染比例较高+

"关键词#
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分枝杆菌属.
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分枝杆菌#结核.
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横断面研究.
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(肺病疫情呈上升趋势#因其具

有与结核病临床表现相似的全身中毒症状及局部损

害表现#常被误诊为肺结核#且
NEF

感染患者抗结

核治疗无效+通常对分枝杆菌感染患者先进行治

疗#再做分枝杆菌培养#然后再做药物敏感性试验

'简称,药敏试验-(及细菌的初步分型#此过程需要

/

"

'

个月#如此#则往往延误患者病情#造成不必要

的医疗浪费和加重患者多方面的负担+因此#了解

各地区分枝杆菌菌种感染的分布情况#对分枝杆菌

感染患者进行菌种的快速分型鉴定十分必要%
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ZNC

微阵列芯片检测病原菌核酸技术近几年来在

医疗领域发展迅速#可快速检测疑似标本中的分枝

杆菌
ZNC

%

/.'

&

#以确定标本中的分枝杆菌种属#能够

鉴定临床常见的
$)

种
NEF

+笔者对广州市胸科

医院结核病实验室近
'

年来分枝杆菌培养阳性标本

进行菌种鉴定#以了解广州市旧城区分枝杆菌各菌

种感染分布情况#现将结果报告如下+

材料和方法

$+

菌株来源!选取广州市胸科医院
/%$'

年
$

月

至
/%$>

年
$/

月门诊和住院患者作为研究对象#共

$%=<'

例+研究对象均由结核病实验室收集了痰

液*尿液*胸腹腔积液*脑脊液和穿刺液等标本#并经

分枝杆菌培养鉴定为阳性+

/+

仪器和试剂!基因芯片检测平台及配套试剂*

VJ̀U72-.$%̂

"

B

微阵列芯片激光扫描仪均购自北

京博奥生物有限公司.抗原检测试剂'胶体金法(购

自杭州创新生物公司.

XD[

扩增仪*高速离心机购

自德国
0

PP

K-!":W

公司.分枝杆菌细胞破碎仪购自

上海仁度公司+

'+

试验方法!'

$

(对研究对象的标本采用结核分

枝杆菌菌群特异性分泌蛋白
FXB)<

免疫胶体金法

检测试剂进行检测+将
$%%

%

3

标本滴到检测板的样

本滴下部#

$>1#-

后观察结果+检测区和控制区均

出现紫红色条带为阳性.在控制区出现紫红色条带#

在检测区未出现为阴性+控制区未出现任何条带需

重新检测+'

/

(对
FXB)<

检测阴性和检测阳性但

怀疑混合
NEF

生长的患者标本用基因芯片法进行

菌种鉴定+流程如下!

(

提取!向核酸提取管中加入

@%

%

3

核酸提取液.挑取肉眼可见菌落或
/%

%

3

液体

培养阳性标本加入核酸提取管中.将提取管放入超

声破碎仪破碎提取
$>1#-

#取出置于
(>g

金属浴

>1#-

#

>%%%:

"

1#-

离心
$1#-

'离心半径为
@&<71

(#

即得核酸溶液+

)

扩增!在
$@

%

3XD[

扩增试剂中

加入
/

%

3

样本核酸溶液#按照分枝杆菌菌种鉴定

XD[

扩增程序进行扩增#扩增条件!

'=g)%%,

#

(<g)%%,

预变性后#进入
(<g

变性
'%,

#

)%g

退

火
'%,

#

=/g

延伸
<%,

#总共
<>

个循环+然后进入

(<g'%,

#

=/g)%,

#共计
/%

个循环+最后
=/g

</%,

延伸后进入
<g

保存+

*

杂交!将
XD[

产物

(>g

变性
>1#-

#随后立即置于冰水混合物中骤冷

冰浴
'1#-

.取出
XD[

产物#按照
(

%

3

杂交缓冲液*

)

%

3XD[

产物配制杂交混合物.吸取
$'&>

%

3

杂交

混合物经加样孔加入杂交盒的芯片点阵中#盖好盒

盖并使用金属封条密封杂交盒.将杂交盒放入杂交

仪#杂交条件为
>%g

杂交
/5

#转速为
$>:

"

1#-

+

'

'

(基因芯片不能鉴定或者鉴定结果与菌落形态*颜

色不相符的菌株提取
ZNC

后送北京博奥生物有限

公司进行基因测序#测序方法为一代
U2-

;

K:

测序

法+利用
BVCUE

软件#将测序得到的基因序列与

GK-B2-]

数据库中的序列作比对分析#进行同源性

比较+进一步确定该菌株种群+

<+

质量控制!试验过程所用标准菌株为结核分

枝杆菌
A'=[Q

#来自中国疾病预防控制中心结核病

参比实验室+

>+

统计学分析!利用
OXU/%$>

进行数据整理#

应用
UXUU$(&%

软件进行统计分析+

结
!!

果

$+FXB)<

免疫胶体金检测结果!

$%=<'

例研究

对象中分泌蛋白
FXB)<

检测阳性共有
=>'/

例#其

中
=</=

例结合菌落形态特点*生长特性直接判定为

FEB

#

$%>

例为检测阳性并混合其他菌生长.

'/$$

例检测阴性+

/+

基因芯片鉴定结果!将
$%>

例
FXB)<

检测

阳性并混合其他菌生长患者标本和
'/$$

例
FXB)<

检测阴性患者标本进行基因芯片检测+结果显示#

/>$'

例鉴定为
NEF

.

/%$

例鉴定为无分枝杆菌#涂

片染色判定为杂菌生长.

$%>

例鉴定为
FEB

与

NEF

混合生长.

<=@

例鉴定为
FXB)<

阴性的

FEB

.

$=

例芯片无法判定或者鉴定与形态特性不符+

'+

测序结果!根据芯片鉴定结果#将
$=

株不能

鉴定或者鉴定结果与菌株形态和颜色不符的菌株进

行
$)U:[NC

测序#结果显示#

<

株为猿分枝杆菌*

<

株为亚洲分枝杆菌*

/

株为副瘰疬分枝杆菌*

$

株

为胞内分枝杆菌*

/

株为
FEB

和戈登分枝杆菌混合

生长*

<

株为分枝杆菌属但不能确定菌种+

<+

病原菌分布!根据
FXB)<

胶体金法*基因芯

片法和测序结果#共鉴定出
$%></

株分枝杆菌#
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年分别占
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"

$%></

(*

'<&%/?

'

'>@)

"
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中#

FEB

有
@%$/

株#

NEF

有
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株+

NEF

共有

$=

个种群#另有
<

株
NEF

属于分枝杆菌#但不能

确定具体菌种#见表
$

+

'

年来
NEF

的分离率呈上

升趋势#

/%$>

年上升至
/)&</?

'表
/

(+在
NEF

中#男性占
<(&<@?

#女性占
>%&>/?

#男*女性所占

比例差别不大.男*女性感染比例最高的年龄段均为

>>

"
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岁#分别占
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和
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中国防痨杂志
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表
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广州旧城区分枝杆菌感染者菌种在
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年间的分布情况

菌种名称
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年

%例#构成比'
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年

%例#构成比'
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年

%例#构成比'

?

(&

合计

%例#构成比'
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偶然分枝杆菌
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%

'

%&%%

(

!

>

'

%&$<

(

!

/

'
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注 有
/<%

例年龄不祥#不纳入统计

讨
!!

论

近年来#随着艾滋病发病率升高#全球各地多发

报道
NEF

肺病发病率呈明显上升趋势%

<

&

+临床上

常将
NEF

误诊为广泛耐药结核分枝杆菌%

>

&

+并且

不同菌种的
NEF

之间也存在误诊%

)

&

#这些报道更

凸显了
NEF

鉴别诊断的意义+因此#为进一步分

析*诊治和预防结核病#分枝杆菌的菌种鉴定是必不

可少的+

本研究共鉴定出
$@

种菌群#其中
FEB@%$/

株#

NEF

有
$=

个种群共
/>'%

株+其中#

$<

株是通

过测序鉴定菌种#包括
<

株猿分枝杆菌#

<

株亚洲分

枝杆菌#

/

株副瘰疬分枝杆菌+国内报导的副瘰疬

分枝杆菌并不多#连璐璐%

=

&在
/%$'

年报导了
'

例+

本文中有
<

株属于分枝杆菌属#但不能确定种群#怀

疑是新种+

FEB

仍为主要发病类型#占
=)&%%?

#

NEF

占
/<&%%?

+

NEF

的分离率与许蕴怡等%

@

&

/%$$

年报道的
$(&/?

相比大幅度上升+杭州市

NEF

分离率从
/%%(

年的
$$&(?

上升到
/%$<

年的

/>&@?

%

(

&

+我国台湾地区
NEF

发病占所有分枝杆

菌发病的比率从
/%%%

年的
'/&'?

上升至
/%%@

年

的
<(&@?

%

$%

&

#韩国从
/%%/

年的
/$&%?

增加到
/%$%

$
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年
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年的
>=&@?

#其
NEF

的发病率和患病率甚至超过

结核病的发病率和患病率%

$$

&

+

NEF

患病率普遍升

高的原因不明#可能与实验室技术与方法的改进*对

NEF

的认识提高*人口老龄化*免疫抑制人群增多

及环境暴露的增加有一定关联%

$$

&

+

广州旧城区
NEF

种群分布达
$=

种#以龟
.

脓

肿复合群分枝杆菌*胞内和鸟分枝杆菌为主#是主要

的致病菌#与侯沪等%

$/

&研究结果相同+

NEF

在不

同国家或同一国家不同地区发病率和主要菌种都有

差异%

$'.$>

&

+例如#美国和日本以鸟
.

胞内分枝杆菌复

合群和堪萨斯分枝杆菌为主.韩国以鸟
.

胞内分枝杆

菌复合群和脓肿分枝杆菌为主.英格兰*威尔士*波

兰和伊朗最常见的是堪萨斯分枝杆菌.匈牙利是蟾

分枝杆菌.克罗地亚是戈登分枝杆菌%

$).$@

&

+上海的

研究显示#龟分枝杆菌*戈登分枝杆菌和脓肿分枝杆

菌最常见#发病率合计为
>)&'?

#而鸟
.

胞内分枝杆

菌复合群仅为
$'&$?

%

$(

&

+不同地区
NEF

流行菌

种存在的差异与当地的气候因素*地理位置及患者

个人的工作生活条件等有密切关系%

/%

&

+

从
NEF

的易感者看#本研究结果显示#广州市

旧城区
NEF

易感人群为
<>

岁以上#峰值在
>>

"

)<

岁#男女性大致相同+此结果与唐惠红等%

/$

&

/%$>

年的报道结果相同#但与其他地区报道
NEF

肺病

男性多于女性有所不同%

//./'

&

+

NEF

肺病发病女性

患者比例增加是本地区值得密切关注的问题#有必

要做进一步的流行病学调查+

综上所述#

NEF

患病率的居高不下和种类越

来越多应引起足够的重视+各地市优势菌群和

NEF

的易感人群有一定差异#针对本市情况#临床

医生应提高警惕#以防误诊而拖延患者病情+
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