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利福平耐药实时荧光定量核酸扩增检测技术的

诊断效果对比研究
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!摘要"
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目的 评价利福平耐药实时荧光定量核酸扩增检测技术'

MN-NO

P

N;9H9:

"

K>X

(检测临床标本诊断结

核病和耐利福平结核病的效能-方法
/%$$

年
$

4

E

月从解放军第三九医院+广州市胸科医院和河南省疾病预

防控制中心
'

家单位#连续收集门诊就诊的
$(F$

例疑似结核病患者的痰标本#进行涂片+金标准培养和金标准比

例法传统药敏试验和
MN-NO

P

N;9H9:

"

K>X

检测-应用
@R@@$$&E

统计软件对
MN-NO

P

N;9H9:

"

K>X

与不同检测方

法进行敏感度和特异度分析#以
-

#

%&%E

为差异有统计学意义-结果 与涂片及培养比较#

MN-NO

P

N;9H9:

"

K>X

检

测
$()D

例'

$(F$

例中有
'

例污染排除(痰标本诊断结核病的敏感度和特异度分别为
('&/FJ

'

F0D

"

D%/

(+

($&('J

'

F(F

"

D)F

(和
($&)%J

'

$%)D

"

$$))

(+

(E&EEJ

'

$%E/

"

$$%$

(,与临床诊断比较#

MN-NO

P

N;9H9:

"

K>X

检测
$(0E

例'

$(F$

例

中有
/)

例无法定诊(痰标本诊断结核病的敏感度和特异度分别为
FD&))J

'

D//

"

$%0E

(+

(D&)FJ

'

DDD

"

(%%

(,与金标

准传统药敏试验比较#

MN-NO

P

N;9H9:

"

K>X

检测
F(F

例标本诊断耐利福平结核病的敏感度和特异度分别为

(F&(/J

'

$DD

"

$(/

(+

$%%&%%J
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E(E
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E(E

(-结论
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是一种检测痰标本诊断结核病及耐利福平结

核病的快速简便+自动化+敏感度和特异度较高的分子生物学方法#适用于结核病和耐利福平结核病的临床诊断-

!关键词"

!

结核"诊断,

!

利福平,

!

抗药性#细菌,

!

核酸扩增技术,

!

对比研究
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结核病作为危害严重的呼吸道传染病#世界卫

生组织
$((/

年宣布全球进入结核病紧急状态#至

/%$/

年全球新发结核病患者
D)%

万例#约有
$'%

万

例死于结核病%

$

&

-耐药结核病被认为是阻碍全球结

核病控制的主要因素之一#耐药结核病的概念从

$((/

年的
H?K.GS

到
/%%)

年的
O?K.GS

%

/

&

#再到

$

/F0

$

中国防痨杂志
/%$0

年
)

月第
')

卷第
)

期
!

T6#-U=-9#9V:N;8

#

UV-N/%$0

#

I"4&')

#
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/%$/

年又出现了所谓的
G?K.GS

的概念%

'

&

#结核分

枝杆菌的耐药谱随着抗结核药物的使用越来越广

泛-

/%$'

年全球结核病报告显示全球仅有不足
$

"

E

的
H?K.GS

患者被发现#而印度和中国
H?K.GS

患者的发现率不及
$

"

$%

%

$

&

-耐药结核病的实验室

检测技术是影响患者发现的关键#传统的实验室检

查因敏感度低#检测周期长#不能及时发现耐药结核

病患者#影响了耐药结核病患者的治愈率#增加了传

染概率-为提高耐药结核病患者的发现#分子生物

学检测技术被逐步应用到结核病实验室检测领域#

世界卫生组织向全球结核病防治领域推荐了利福平

耐药实时荧光定量核酸扩增检测技术'

MN-NO

P

N;9

H9:

"

K>X

#以下简称)

MN-NO

P

N;9

*(分子生物学检测

方法#既能检测结核病又能检测耐利福平结核病#结

合
MN-NO

P

N;9?[

检测平台可以实现结核病和耐利

福平结核病检测的高度自动化#在
/&E6

内获得结

果%

0

&

-为探求该方法在我国结核病诊断中的应用价

值#本研究联合
'

家临床单位对
MN-NO

P

N;9

检测结

核病和耐利福平结核病的检测效能进行评估-

对象和方法

一+研究对象

根据地域分布#本研究在
/%$$

年
$

4

E

月选择

我国北部的解放军第三九医院+中部的河南省疾

病预防控制中心和南部的广州市胸科医院作为研究

现场#连续纳入就诊的疑似结核病患者-纳入标准

为咳嗽+咯痰时间超过
/

周#因呼吸道症状接受检查

的初治结核病疑似患者#排除抗结核药物治疗超过

)!

的结核病患者及标本不符合要求的患者-患者

的选择和研究方法分别经过了
'

家单位伦理委员会

的审核批准-

'

家单位共纳入
/%$(

例患者#共收集了
$(F$

例患者的痰标本和
$'D

例患者的支气管肺泡灌洗液

标本#剔除标本类型不符合要求的
$'D

例支气管肺

泡灌洗液标本患者#共纳入患者
$(F$

例-其中男

$'E%

例'

)D&0(J

(#女
)/$

例'

'$&E$J

(,年龄
/

#

(E

岁#平均年龄'

0Ec$)&'$

(岁,北京
F%(

例'

'E&(FJ

(#

河南
F%%

例'

'E&E$J

(#广州
E)/

例'

/D&E$J

(-

二+研究方法

$+

标本采集!痰标本参照1痰涂片镜检标准化操

作及质量保证手册2

%

E

&收集痰液标本#无痰患者可采

用雾化引痰采集标本-患者留取的痰液标本#由检

验人员检查样品质量!样品量在
'

#

E24

#样品性状

属于干酪痰+褐色血痰或含少量新鲜血液的血痰+黏

液痰者为合格的标本,痰液样品不合格者#如唾液样

品#需进一步指导后获取标本重新送检-

/+

显微镜检查和分离培养!采集纳入研究对象

的可疑结核病患者痰标本#处理标本之前#保存在

/g

#

Dg

条件下#

'!

内完成标本的处理-按照1痰

涂片镜检标准化操作及质量保证手册2

%

E

&的要求使

用染色液'珠海贝索生物技术有限公司(进行萋
.

尼

染色镜检,同时对痰标本进行金标准分离培养#分离

培养前处理按照中国防痨协会1结核病诊断实验室

检验规程2

%

)

&碱处理直接法进行#即根据痰标本黏稠

程度加入
$

#

/

倍体积的
0J Q3CB

#涡旋振荡使标

本均匀化#室温放置约
$E2#-

#使用无菌吸管分别吸

取
%&$24

的消化液接种于
/

管酸性罗氏培养基'珠

海贝索生物技术有限公司(上#

'Fg

恒温培养,接种

后的痰消化液备用-

'+

菌种鉴定和药敏试验!痰标本分离培养的阳

性产物按照1结核病诊断实验室检验规程2

%

)

&进行对

硝基苯甲酸'

RQS

(培养基生长试验进行菌种鉴定#

RQS

培养基浓度为
E%%

$

<

"

24

-

痰标本分离阳性培养物耐利福平药敏试验按照

1结核病诊断实验室检验规程2

%

)

&比例法进行#利福

平培养基浓度为
0%

$

<

"

24

-药敏及鉴定培养基均

由珠海贝索生物技术有限公司提供-

0+MN-NO

P

N;9

检测!接种后的痰标本消化液按

照
MN-NO

P

N;9H9:

"

K>X

'

TN

P

6N#!

公司#美国(操作

说明书上的步骤进行#在装有消化液的
E%24

离心

管中加入
P

B

值
)&D

的磷酸盐缓冲液'

RS@

(至
0E24

#

拧紧螺旋盖#涡旋振荡器上振荡
'%,

#

'%%%d

5

离心

/%2#-

#弃去上清液#加入
/24RS@

#并于涡旋振荡

器上振荡重新悬浮#悬浮液存放于
/g

#

Dg

#在

$/6

内完成检测-无菌吸管移取
%&E24

的悬浮液

至螺旋盖试管中并加入
$&E24

的
MN-NO

P

N;9

样品

试剂'

@K

(#在涡旋振荡器上振荡
$%,

#室温放置

E2#-

#然后使用
MN-NO

P

N;9

提供的专用吸管转移样

本至专用的样本反应盒'

MN-NO

P

N;9H9:

"

K>XT3;.

9;#!

<

N

(#将样本反应盒放入
MN-NO

P

N;9?[

'美国

TN

P

6N#!

公司(仪器的样本舱中#进行
?Q=

提取+

RTK

扩增和结果的检测#通过专用软件判读结果-

E+

质量控制!河南省疾病预防控制中心+广州市

胸科医院和解放军第三九医院的结核病实验室均

通过了国家结核病参比实验室药敏熟练度测试,

'

家单位年均固体培养污染率均小于
EJ

,

'

家单位

均统一进行了
MN-NO

P

N;9

检测方法和
MN-NO

P

N;9

?[

仪器操作的专门培训-

)+

统计学分析!应用
@R@@$$&E

统计软件对

MN-NO

P

N;9

与不同检测方法进行敏感度和特异度分

$

'F0

$

中国防痨杂志
/%$0

年
)

月第
')

卷第
)

期
!

T6#-U=-9#9V:N;8

#

UV-N/%$0

#

I"4&')

#
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析#以
-

#

%&%E

为差异有统计学意义,对
MN-NO

P

N;9

与传统药敏试验进行一致性检验'

67

88

7

检验(#

67

88

7

值
$

%&FE

认为二者一致性很好%

F

&

-

结
!!

果

一+诊断情况

$(F$

例纳入患者依据1

A@/DD./%%D

肺结核诊

断标准2

%

D

&诊断为结核病患者
$%0E

例'

E'&%/J

(#诊

断为非结核病者
(%%

例'

0E&))J

(,实验室检测结果

阴性而临床症状又疑似结核病的患者
/)

例'

$&'/J

(#

但患者出院时仍无法做最后的确诊#作为无法定诊-

二+细菌学检测结果

$(F$

例标本涂片显微镜检查#其中涂片阳性

D%0

例'

0%&F(J

(#涂片阴性
$$)F

例'

E(&/$J

(,

$(F$

例标本进行培养#其中
'

例'北京
$

例+河南

/

例(污染'

'

例污染均包含在
/)

例无法定诊患者

中(#培养阳性结果
(%$

例'

0E&FDJ

(#培养阴性

$%)F

例'

E0&//J

(,经菌种鉴定为结核分枝杆菌
D)F

例'

()&/'J

(#非结核分枝杆菌
'0

例'

'&FFJ

(-

D)F

例结核分枝杆菌感染者进行利福平传统药敏试验者

F(F

例#对利福平耐药
$(0

例'

/0&'0J

(-

三+

MN-NO

P

N;9

检测结果

$+

涂片标本的
MN-NO

P

N;9

检测敏感度和特异

度!在
$()D

例涂片检测标本中涂片阳性
D%/

例

'

0%&FEJ

(#涂片阴性
$$))

例'

E(&/EJ

(#涂片阳性

标本经
MN-NO

P

N;9

检测#结果阳性
F0D

例,涂片阴性

标本经
MN-NO

P

N;9

检测#结果阴性
$%)D

例'表
$

(-

相对于涂片标本#

MN-NO

P

N;9

检测结核病敏感度为

('&/FJ

'

F0D

"

D%/

(#特异度为
($&)%J

'

$%)D

"

$$))

(-

/+

培养标本的
MN-NO

P

N;9

检测敏感度和特异

度!

D)F

例培养阳性的标本中#

MN-NO

P

N;9

检测结果

阳性
F(F

例'

($&('J

(#培养阴性'包括鉴定为非结

核分枝杆菌(的
$$%$

例标本中#

MN-NO

P

N;9

检测阴

性
$%E/

例'表
$

(,相对于培养标本#

MN-NO

P

N;9

检测

结核病敏感度和特异度分别为
($&('J

'

F(F

"

D)F

(+

(E&EEJ

'

$%E/

"

$$%$

(-

'+

临床诊断标本的
MN-NO

P

N;9

检测敏感度和

特异度!

$%0E

例临床诊断为结核病的样本中痰涂片

阳性
F(%

例#涂片检测结核病敏感度为
FE&)%J

'

F(%

"

$%0E

(#特异度为
(D&)FJ

'

DDD

"

(%%

(,培养阳

性为
DE0

例#培养检测结核病敏感度为
D$&F/J

'

DE0

"

$%0E

(#特异度为
(D&E)J

'

DDF

"

(%%

('表
/

(-

$%0E

例临床诊断结核病标本中#

MN-NO

P

N;9

检测阳

性
D//

例#

(%%

例临床诊断为非结核病的标本中#

MN-NO

P

N;9

检测阴性
DDD

例'表
$

(,对于临床诊断的

标本#

MN-NO

P

N;9

检测结核病敏感度为
FD&))J

'

D//

"

$%0E

(#特异度为
(D&)FJ

'

DDD

"

(%%

('表
/

(-

比较痰涂片+培养和
MN-NO

P

N;9'

种方法对临床诊

断为结核病标本检测的敏感度和特异度#

'

种方法

的敏感度差异有统计学意义'

"

/

i$$&)FE

#

-i

%&%%'

(#

'

种方法的特异度差异无统计学意义'

"

/

i

%&%EE

#

-i%&(F'

(-

MN-NO

P

N;9

检测涂片标本+培养标本和临床诊

断
'

种标本诊断结核病的敏感度和特异度#差异均

有统计学意义'

"

/

i$$/&$$D

#

-i%&%%%

,

"

/

i

E0&0$)

#

-i%&%%%

(-

MN-NO

P

N;9

检测与金标准培

表
=

!

MN-NO

P

N;9

检测涂片标本+培养标本和临床诊断的结果'例(

MN-NO

P

N;9

涂片'

$()D

例( 培养'

$()D

例( 临床诊断'

$(0E

例(

阳性 阴性 阳性 阴性 结核病 非结核病

阳性
F0D (D F(F 0( D// $/

阴性
E0 $%)D F% $%E/ //' DDD

合计
D%/ $$)) D)F $$%$ $%0E (%%

表
>

!

$(0E

例临床诊断标本涂片+培养+

MN-NO

P

N;9

检测结果

检测方法 检测结果
临床诊断'例(

结核病 非结核病

敏感度

'

J

(

特异度

'

J

(

涂片'例( 阳性
F(% $/ FE&)% (D&)F

阴性
/EE DDD

培养'例( 阳性
DE0 $' D$&F/ (D&E)

阴性
$($ DDF

MN-NO

P

N;9

'例( 阳性
D// $/ FD&)) (D&)F

阴性
//' DDD

注 敏感度
i

真阳性数"'真阳性数
W

假阴性数(

d$%%J

,特异度
i

真阴性数"'真阴性数
W

假阳性数(

d$%%J

$

0F0

$

中国防痨杂志
/%$0

年
)

月第
')

卷第
)

期
!
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#

UV-N/%$0

#
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#
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养的一致率
%一致率

i

'真阳性数
W

真阴性数("总检测

数
d$%%J

&

为
('&(EJ

%'

F(FW$%E/

("

$()D

&#

67

88

7

值为
%&D)D

)

%&FE

#说明两种检测方法结果有很好

的一致性-

0+MN-NO

P

N;9

检测结核病利福平耐药!在进行

传统利福平药敏试验的
F(F

例标本中#有
$%

例

MN-NO

P

N;9

检测利福平检测信号较弱#被判为无效

结果'

$&/EJ

(#

MN-NO

P

N;9

检测出利福平耐药
$DD

例#利福平敏感
E((

例,与金标准传统药敏试验比

较#

MN-NO

P

N;9

检测利福平耐药结核病的敏感度为

(F&(/J

'

$DD

"

$(/

(#特异度为
$%%&%%J

'

E(E

"

E(E

(#

一致率为
((&0(J

'

FD'

"

FDF

(#

67

88

7

值为
%&(D)

)

%&FE

#说明两种检测方法结果有极好的一致性-

讨
!!

论

一+

MN-NO

P

N;9

检测结核病的效能分析

分子检测方法是基于检出病原体的特异基因而

获得疾病信息#结核病分子检测就是检测痰或其他

标本中结核分枝杆菌或耐药结核分枝杆菌的特异

?Q=

或
KQ=

片段#从而诊断结核病或耐药结核

病-诊断结核病或耐药结核病的实验室方法有很多

种%

(

&

#

MN-NO

P

N;9

为世界卫生组织推荐的检测结核

病和对利福平耐药结核病的方法#该方法检测结核

病使用了靶基因
#

6

(%

特异序列#此特异性靶序列

不同于常用的
VN"!!(

靶基因-

VN"!!(

基因在不同

结核分枝杆菌中拷贝数分布不同#甚至在某些结核

分枝杆菌中不存在#且
VN"!!(

为结核分枝杆菌复

合群所共有#而
#

6

(%

特异序列仅存在于结核分枝

杆菌#有着种群特异性#本研究显示
MN-NO

P

N;9

检

测涂片+培养和临床诊断标本的特异度分别为

($&)%J

+

(E&EEJ

和
(D&)FJ

#虽然诊断不同标本的

检测特异度存在一定的差异#但特异度均高于

(%J

#这同其他研究结果相一致%

$%.$$

&

-

MN-NO

P

N;9

使用了半定量巢式荧光定量
RTK

#

理论上能获得较高的检测敏感度-但本研究针对不

同的检测标本
MN-NO

P

N;9

敏感度显示了差异#对于

涂阳标本的检测敏感度最高'

('&/FJ

(#而临床诊断

标本的敏感度最低'

FD&))J

(,同时特异度也显示了

差异#对于检测临床诊断标本的特异度最高

'

(D&)FJ

(#而涂阳标本的特异度最低'

($&)%J

(,这

显示了同种方法在检测不同标本时#敏感度和特异

度之间需要寻求平衡#但
MN-NO

P

N;9

检测不同标本均

显示了很高的特异度-本研究对结核病患者标本检

测的
MN-NO

P

N;9

敏感度'

FD&))J

(高于涂片'

FE&)%J

(#

但低于培养'

D$&F/J

(#这与对
MN-NO

P

N;9

检测限

的研究结果相一致%

$/

&

,当不同浓度的结核分枝杆菌

掺入到阴性痰标本中#

MN-NO

P

N;9

最低可以检测到

$'$TXe

"

24

#显微镜检查能检测出结核分枝杆菌的

范围在
E%%%

#

$%%%TXe

"

24

#而培养可以检测出

$%

#

$%%TXe

"

24

的结核分枝杆菌-作为分子方法

的
MN-NO

P

N;9

对痰标本诊断结核病#虽然研究显示

了同金标准培养方法有很高的一致性#但其检测敏

感度仍低于金标准-

二+

MN-NO

P

N;9

检测利福平耐药结核病的效能

分析

本研究
MN-NO

P

N;9

检测耐利福平结核病的敏

感度和特异度达到了
(EJ

以上#与传统药敏试验的

一致率达到
((&0(J

-利福平作为重要的抗结核药

物#被世界卫生组织推荐为治疗结核病的一线药物#

但耐利福平结核病危害严重#世界卫生组织将同时

对一线药物利福平和异烟肼耐药的结核病称为

H?K.GS

#

H?K.GS

的治疗时间长#治疗费用昂贵

及治愈率低#已成为结核病控制的难题-耐利福平

结核分枝杆菌会发生编码
KQ=

聚合酶
(

亚基的

#

6

(%

基因突变#且突变多集中于
D$:

P

的核心突变

区#但我国不同地域利福平耐药菌株的
#

6

(%

基因

突变频率不尽相同%

$'

&

#而
MN-NO

P

N;9

是通过检测

#

6

(%

基因片段核心突变区而诊断耐利福平结核病-

本研究中
MN-NO

P

N;9

通过检测不同地域标本#获得

了很高的敏感度+特异度以及与金标准传统药敏试

验很高的一致性#显示了在我国检测结核分枝杆菌

耐利福平的诊断价值-

三+

MN-NO

P

N;9

检测技术的优点和局限性

MN-NO

P

N;9

配合
MN-NO

P

N;9?[

仪器自动完成

从结核分枝杆菌
?Q=

提取+扩增+产物检测到结果

报告%

$0

&

#全部检测过程仅需要
/&E6

#与
0

周获得结

果的传统药敏试验比较#实现了结核病和利福平耐

药的快速检测-为保证检测结果的稳定可靠#

MN-NO

P

N;9

设计了
/

个质量控制点#样本质量控制

'

@RT

(和探针信号控制'

RTT

(#

@RT

监测
?Q=

提取

过程的正确性及检测样本对实时定量
RTK

的干扰

性,

RTT

检测探针的荧光信号监测
RTK

反应是否

正常进行-但是
MN-NO

P

N;9H9:

"

K>X

需要配套价

格昂贵的
MN-NO

P

N;9?[

仪器才能实现对结核病和

耐利福平结核病的检测,此外#该方法仅能检测利福

平缺乏对异烟肼的检测#不能诊断出
H?K.GS

%

$E

&

,

这些均会限制其在我国结核病诊断中的广泛应用-

总之#

MN-NO

P

N;9

是检测结核病和耐利福平结

核病的快速简便+自动化+特异度和敏感度较高的分

子诊断方法#适用于结核病控制中临床诊断结核病

$

EF0

$

中国防痨杂志
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年
)

月第
')

卷第
)

期
!
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#
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#

I"4&')

#
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