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我国近年来结核病发病率呈逐年下降趋势#但耐

药结核的感染率却有所上升#全国第五次结核病流行

病学抽样调查我国耐药结核比例高达
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药结核分枝杆菌)
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*的传染性和致死率均较强#若

不能及时并有效将感染耐药结核病人进行管理#势必

会造成耐药结核的流行$传统的
7.6

耐药检测的是

耐药表型#方法是固体培养法#包括比例法和绝对浓

度法#此法耗时较长)大约需要
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周*#已严重影

响耐药结核病人的及时发现和治愈$如何快速诊断

耐药结核患者是一个迫切需要解决的问题$

晶芯(基因芯片试剂盒是通过检测
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是否发生突变#推断
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是否存在
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和
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产生耐药$本研究以传统
7.6

药敏试验)比

例法*为参考#评价基因芯片检测
7.6

耐药的技术的

应用价值$
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标本#选取抗酸分枝杆菌涂片和培养均阳性标本共

!%2
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仪器与试剂
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仪器!
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实时荧光定量

/0;

仪由美国安捷伦公司提供#基因芯片检测配套仪

器由北京博奥生物有限公司提供$试剂!传统培养和

药敏试剂由珠海贝索生物有限公司提供#

/0;

扩增仪

和基因芯片试剂由北京博奥生物有限公司提供$耐

药基因
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引物由南京金斯瑞生物科技有限公司合
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痰液化处理!将痰标本用
%e

的氢氧化钠

溶液液化#液化好的上清液用于接种固体培养基和核

酸提取$传统培养和药敏试验!严格按/结核病实验

室检测操作规程0的要求进行#并定期用
5#@;Z

进行

质控$核酸提取!煮沸法提取核酸$
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核酸检测

)
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荧光探针法*!严格按试剂说明书操作#并定期

质控$基因芯片!核酸进行
/0;

扩增#产物用杂交缓

冲液处理后在芯片杂交仪上进行杂交#再用芯片洗干

仪进行洗涤和甩干#最后用芯片判别系统进行扫描和

结果判读#并详细记录判读结果和芯片信息$基因芯

片结果与传统药敏不同的#将核酸进行耐药基因
/0;

扩增#扩增产物琼脂糖凝胶电泳以验证扩增产物是否

合格#合格产物送南京金斯瑞生物科技有限公司进行

耐药基因
X:4

测序#以
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标准株
5#@;R

序列作

为参考序列#利用序列比对软件
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#将
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产物测序序列与参考序列进行比对#从而得到突变位

点的位置和类型结果$
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软件进行统计学处

理数据#两种方法检测结果的差异性应用配对四格表
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" 检验判别#
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法检测结果的一致性应用
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基因芯片检测
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效能分析
"

传统药敏检测

到
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耐药
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例#基因芯片法检出
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例#灵敏度为

'($%e

+传统药敏检测到
;\/

敏感
2(

例#基因芯片

法检出
2%

例#特异度为
2@$2e

+基因芯片结果与传统

药敏结果一致的有
!#"

例#准确度为
2%$#e

+基因芯

片检测
;\/

耐药的阳性预测值为
23$&e

#阴性预测

值为
2%$&e

+两种方法的比较#

aL
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L

值为
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#表

明一致性较好+两种方法的差异无统计学意义)
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基因芯片检测
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效能分析
"

传统药敏检测

到
-:5

耐药
#'

例#基因芯片法检出
#%

例#灵敏度为

'2$3e

+传统药敏检测到
-:5

敏感
!&"

例#基因芯片

法检出
2'

例#特异度为
2($!e

+基因芯片结果与传统

药敏结果一致的有
!#"

例#准确度为
2%$#e

+基因芯

片检测
-:5

耐药的阳性预测值为
'2$3e

#阴性预测

值为
2($!e

+两种方法的比较#

aL

HH

L

值为
&$'3(

#表

明一致性较好#两种方法的差异无统计学意义)
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位点突变检测比较
"

基因芯片漏检
"

例
;\/

#"2

位点突变#

#"2

位点不在基因芯片试剂所检测的

序列之中#其余的检测结果与
X:4

测序结果相符$

""

注!

7

为
X:4 7LGVFG

图
!

""

7.6VLC)

*

G

H

D6

*

=?N4

基因
/0;

产物电泳图

图
"

""

部分菌株
VLC)

基因测序多序列比对图
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例痰标本和培养分离的菌株基因芯片检测

结果一致的有
!#(

例#一致率为
2@$!e

$利用痰进行

基因芯片检测报告时间为)

#$(h!$3

*

M

#利用菌株进

行基因芯片检测报告时间为)

#!h3$'

*

M

#传统药敏报

告时间为)

(3$!h%$2

*

M

$

>$G

"
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例
7.6

核酸检测阳性的标本#循环阈值

)

0C

*

(

#&

的
%#

例均可得到基因芯片检测结果#

0C

&

#&

的
@

例中
(

例无法进行基因芯片检测$

?

"

讨
""

论
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基因芯片又称
X:4

微阵列技术#是根据
7.6

基因组上保守的基因序列)如
!(9G;:4

%

"#9G;:4

%

-9(!!&

等*设计寡核苷酸探针等#将其固定于载体上#

与互补的靶基因序列杂交#通过荧光检测装置检测荧

光信号强度来进行分析$基因芯片实现了检测的自

动化%集成化和微型化#能同时进行大量的基因分

析&

"

'

#大大提高了实验效率#成为近年来对
7.6

耐药

性进行快速检测的研究热点$

研究表明#大约
23e

的
;\/

耐药与
G

H

D6

基因的

(
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突变有关&

#1%

'

#

G

H

D6

基因突变主要发生在位于
G

H

D6

基

因的
3&@

#

3##

位的
;\/

耐药决定区&

3

'

$大约
'&e

的
-:5

耐药与
VLC)

%

=N?4

基因突变有关
VLC)

&

(

'

#

VLC)

基因突变主要发生在
#!3

位点#

=N?4

基因突变

主要是
0

)

1!3

*

.

启动子突变&

@

'

$基因芯片通过检测

7.6

耐药基因是否发生突变#从而推断
7.6

对

;\/

%

-:5

的耐药性$本研究表明#基因芯片检测

;\/

耐药性的灵敏度
'2$"e

#特异度
2@$2e

#基因芯

片检测
-:5

耐药性的灵敏度
'2$3e

#特异度
2($!e

#

与赵冰等&

'

'

%何建等&

2

'

%周杨等&

!&

'研究结果相似#说明

基因芯片检测
7.6

耐药性的灵敏度和特异度均较

好$基因芯片除漏检
"

例
#"2

位点外#其余检测结果

均与
X:4

测序结果一致#表明基因芯片检测的准确

性较高$但基因芯片未能覆盖
;\/

和
-:5

的所有耐

药位点#可能导致极少数耐药菌株被误判为敏感菌

株#在实际应用中需要结合传统药敏结果进行判别$

基因芯片检测到
!

例
;\/

密码子
3##

)

0.)

%

00)

*突变#但传统药敏检测结果为敏感#可能是因为

3##

位密码子突变通常只引起低水平耐药&

!!

'

$有
#

例基因芯片检测到耐药基因常见突变#一般情况会引

起
7.6

高水平耐药#但传统药敏检测结果为敏感#笔

者认为应该是
7.6

混合感染引起此检测差异$有研

究提及此现象&

!"

'

#但未详细分析#要想弄清楚此现象#

尚需进一步研究$

由于
7.6

生长非常缓慢#利用菌株进行基因芯

片检测#需
#&M

以上才能得到耐药检测结果#仍然不

能使患者得到及时准确的治疗$虽然试剂厂家推荐

用菌株进行基因芯片检测#但本研究中利用痰标本进

行基因芯片检测#其检测结果与菌株检测结果的一致

率较高#且检测时间大大缩短#只需)

#$(h!$3

*

M

#将

有利于患者得到及时确诊和治疗#与许榕青等&

!#

'的观

点相同$

%

例痰和菌株的基因芯片检测结果不一致可

能是由于煮沸法提取核酸的效率不高引起#如利用

0.46

法提取核酸应该能解决此现象$利用涂片阴

性%

7.6

核酸阳性痰标本直接进行基因芯片检测#

%#

例
0C

(

#&

的均可正常检测#

@

例
0C

&

#&

中的
(

例结

果检测异常#推测是由于
0C

&

#&

的痰标本中
7.6

的

量较少#低于基因芯片的检测限$笔者认为抗酸分枝

杆菌涂片阴性%

7.6

核酸检测阳性的痰标本#若
0C

(

#&

时可直接利用痰提取的核酸进行基因芯片检测#若

0C

&

#&

时最好等培养出菌株再进行基因芯片检测#与

罗一钧等&
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'的研究建议一致$
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结
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论
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利用痰标本进行基因芯片检测耐药基因是否发

生突变#是一种检测
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耐药性的高效快速筛查
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