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  摘 要:目的 探讨线性探针技术诊断耐多药结核病的临床应用价值。方法 选取2017年1月至2019年

2月在该院就诊的247例涂阳结核病患者为研究对象,采集晨起痰标本后3
 

d内依次完成药敏试验和线性探针

技术检测,以药敏试验检测结果作为诊断的“金标准”,应用灵敏度、特异度、准确性和约登指数评价线性探针技

术的诊断价值。结果 线性探针技术对异烟肼耐药性(53例,21.46%)、利福平耐药性(60例,24.29%)及耐多

药结核病(50例,20.24%)的检出率与传统药敏试验比较,差异均无统计学意义(P>0.05)。线性探针技术对

异烟肼耐药性、利福平耐药性及耐多药结核病检测的灵敏度(88.89%、88.52%、84.62%)、特异度(97.41%、

96.77%、96.92%)、准确性(95.55%、94.74%、94.33%)及约登指数(0.863、0.853、0.815)均较高。结论 线

性探针技术对耐多药结核病检测的灵敏度、特异度及准确性均较高,且检测所需时间短,对于耐多药结核病的

早期诊断具有重要意义。
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Abstract:Objective To

 

explore
 

the
 

clinical
 

application
 

value
 

of
 

line
 

probe
 

assay
 

in
 

diagnosis
 

of
 

multidrug-
resistant

 

tuberculosis.Methods From
 

January
 

2017
 

to
 

February
 

2019,247
 

smear
 

positive
 

tuberculosis
 

pa-
tients

 

in
 

the
 

hospital
 

were
 

selected
 

as
 

the
 

research
 

objects.The
 

drug
 

susceptibility
 

testing
 

and
 

line
 

probe
 

assay
 

were
 

completed
 

within
 

3
 

days
 

after
 

the
 

morning
 

sputum
 

samples
 

were
 

collected.The
 

results
 

of
 

drug
 

sensitivity
 

test
 

were
 

used
 

as
 

the
 

"gold
 

standard"
 

for
 

diagnosis.The
 

sensitivity,specificity,accuracy
 

and
  

Yoden
 

index
 

were
 

used
 

to
 

evaluate
 

the
 

diagnostic
 

value
 

of
 

line
 

probe
 

assay.Results The
 

detection
 

rates
 

of
 

isoniazid
 

resistance
 

(53
 

cases,21.46%),rifampicin
 

resistance
 

(60
 

cases,24.29%)
 

and
 

multidrug-resistant
 

tuberculosis
 

(50
 

cases,

20.24%)
 

by
 

line
 

probe
 

assay
 

were
 

not
 

significantly
 

different
 

from
 

those
 

by
 

traditional
 

drug
 

susceptibility
 

test
 

(P>0.05).The
 

sensitivity
 

(88.89%,88.52%,84.62%),specificity
 

(97.41%,96.77%,96.92%),accuracy
 

(95.55%,94.74%,94.33%)
 

and
 

Yoden
 

index
 

(0.863,0.853
 

and
 

0.815)
 

of
 

the
 

line
 

probe
 

assay
 

for
 

isoniazid
 

resistance,rifampicin
 

resistance,and
 

multidrug-resistant
 

tuberculosis
 

were
 

all
 

higher.Conclusion The
 

line
 

probe
 

assay
 

has
 

high
 

sensitivity,specificity
 

and
 

accuracy
 

for
 

the
 

detection
 

of
 

multidrug-resistant
 

tuberculosis,

and
 

the
 

detection
 

time
 

is
 

short,which
 

is
 

of
 

great
 

significance
 

for
 

the
 

early
 

diagnosis
 

of
 

multidrug-resistant
 

tu-
berculosis.
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  结核病是一种慢性感染性疾病,患者只要按治疗

原则进行服药,绝大多数都能够治愈。若患者没有坚

持早期、正规、合理的治疗,很可能导致耐多药现象的

发生,使疾病的治愈变得十分困难,增加社会和家庭

的经济负担,严重者甚至危及其生命。耐多药结核病

已成为结核病防治工作面临的重点难题[1],耐多药结

核病的诊断目前仍采用药敏试验,虽然诊断结果准

确,但是检测所需时间较长,难以满足临床早期诊断

和治疗的需要。随着分子诊断技术的快速发展,线性

探针技术通过检测多位点基因突变,可快速确定结核

菌株的耐药性[2-3]。本研究通过比较药敏试验与线性

探针技术对耐多药结核病的诊断结果,探讨线性探针

·6112· 检验医学与临床2020年8月第17卷第15期 Lab
 

Med
 

Clin,August
 

2020,Vol.17,No.15

* 基金项目:河南省科技攻关计划项目(162102310218)。

  作者简介:班立芳,女,副主任技师,主要从事各种传染病的实验室诊断研究。 △ 通信作者,E-mail:761746546@qq.com。



技术的临床应用价值。

1 资料与方法

1.1 一般资料 选取2017年1月至2019年2月在

本院就诊的247例涂阳结核病患者为研究对象,均签

署知情同意书,其中男134例,女113例,年龄19~77
岁,平均(44.29±7.56)岁。该研究通过本院医学伦

理委员会审批。

1.2 仪器与试剂 PCR核酸扩增仪(美国赛默飞

ABI
 

Veriti)。线性探针测试仪(GT
 

Blot
 

48全自动杂

交仪)与配套试剂(法国生物梅里埃),结核分枝杆菌

及耐药基因检测试剂盒(PCR-线性杂交酶显色法,

Geno
 

Type
 

MTBDRplus。批号IS00173,效期2018
年4 月;批 号 IS00176,效 期 2018 年 7 月;批 号

IS00181,效期2019年2月;批号IS00186,效期2019
年7月)。分枝杆菌改良罗氏基础(酸性)培养基(河
南赛诺特生物。批号20170118,效期20170717;批号

20170926,效 期 20180325;批 号 20180226,效 期

20180825;批号20181119,效期20190518)。结核分

枝杆菌药敏培养基(珠海贝索生物。批号20170116,
效期20180115;批号20170613,效期20180612;批号

20171219,效期20181218;批号20180509,效期2019
 

00508;批号2018
 

1023,效期20191022)
 

。

1.3 检测方法 所有研究对象均采集晨起痰标本,
立即放入4

 

℃冰箱(上海澳柯玛 YC-1006医用冷藏

箱)内保存,3
 

d内依次完成药敏试验检测和线性探针

技术检测。(1)药敏试验检测[4]。用无菌吸管吸取

1~2
 

mL痰标本转移至前处理管,使用2倍的4%
 

NaOH溶液对痰标本进行稀释处理,漩涡震荡(江苏

新康XK96-A震荡器)30~60
 

s使标本完全液化,接
种至改良罗氏基础(酸性)培养基斜面中,然后放置于

37
 

℃恒温箱(北京森信DRP-9802电热恒温培养箱)
培养2~3周。使用接种环在培养基上刮取一环菌

落,置入含有1~2滴10%吐温-80的磨菌瓶中,研磨

后以标准麦氏管(McFar
 

Land)作为参照,使用BIO-
HIT精确移液器制成

 

1
 

g/L的菌悬液,然后加入无菌

生理盐水稀释成10-2
 

g/L和10-4
 

g/L的菌悬液,使
用22号标准接种环分别沾取一满环(0.01

 

mL)的菌

液,采用划线法分别接种到含异烟肼、利福平的药敏

试验培养基及对照培养基中,放置于37
 

℃恒温箱(常
州菲普DNP-250恒温培养箱)培养6周,根据药敏培

养基与对照培养基菌落数的比值判断耐药结果。该

药敏试验以河南省疾病预防控制中心下发的结核分

枝杆菌参考菌株(H37Rv敏感株)10-3
 

mg作为室内

质控。(2)线性探针技术[5]。采用超声破碎法(上海

仁度FZP-1型核酸提取仪)提取痰标本DNA,取5
 

μL
 

DNA标本加入至45
 

μL
 

PCR扩增体系中,混合后放

置于PCR核酸扩增仪中进行扩增,具体反应条件如

下:95
 

℃
 

15
 

min;95
 

℃
 

30
 

s,58
 

℃
 

2
 

min,10个循环;

95
 

℃
 

25
 

s,53
 

℃
 

40
 

s,70
 

℃
 

40
 

s,30个循环;70
 

℃
 

10
 

min。PCR扩增后,根据 GenoType
 

MTBDRplus
试剂盒说明书,取20

 

μL扩增产物进行变性裂解,再
与探针试纸杂交(GT

 

Blot
 

48杂交仪),观察试纸条带

显色情况,对耐药情况进行判断。判读标准:所有野

生型位点显色和所有突变位点不显色为敏感,任一野

生型位点不显色或任一突变位点显色为耐药。以药

敏试验检测结果作为耐多药结核病诊断的“金标准”。

1.4 统计学处理 所有数据采用SPSS23.0软件包

进行统计学分析。计数资料以率表示,采用χ2 检验

对2种检测方法进行比较,检验水准(α)=0.05,以
P<0.05为差异有统计学意义。应用灵敏度、特异

度、准确性和约登指数评价2种检测方法的诊断

价值。

2 结  果

2.1 2种方法对异烟肼耐药性的检测结果 线性探针

技术对异烟肼耐药性的检出率为21.46%(53/247),药
敏试验的检出率为21.86%(54/247),2种方法对异

烟肼耐药性的检出率比较,差异无统计学意义(χ2=
0.012,P>0.05),见表1。线性探针技术对异烟肼耐

药性检测的灵敏度为88.89%,特异度为97.41%,准
确性为95.55%,约登指数为0.863。

2.2 2种方法对利福平耐药性的检测结果 线性探针

技术对利福平耐药性的检出率为24.29%(60/247),药
敏试验的检出率为24.70%(61/247),2种方法对利

福平耐药性的检出率比较,差异无统计学意义(χ2=
0.011,P>0.05),见表1。线性探针技术对利福平耐

药性检测的灵敏度为88.52%,特异度为96.77%,准
确性为94.74%,约登指数为0.853。

2.3 2种方法对耐多药结核病的检测结果 线性探针

技术对耐多药结核病的检出率为20.24%(50/247),药
敏试验的检出率为21.05%(52/247),2种方法对耐

多药结核病的检出率比较,差异无统计学意义(χ2=
0.049,P>0.05),见表1。线性探针技术对耐多药结

核病检测的灵敏度为84.62%,特异度为96.92%,准
确性为94.33%,约登指数为0.815。

表1  2种方法对结核病耐药性的检测结果分析(n)

线性探针技术
异烟肼耐药性

耐药 敏感 合计

利福平耐药性

耐药 敏感 合计

耐多药结核病

耐药 敏感 合计

耐药 48 5 53 54 6 60 44 6 50

敏感 6 188 194 7 180 187 8 189 197

合计 54 193 247 61 186 247 52 195 247

3 讨  论

耐多药结核病是指结核分枝杆菌至少对异烟肼、
利福平2种抗结核药物产生耐药性,其发生与药物使
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用不规范、初始耐药、人口流动性、治疗管理不善等多

种因素有关,我国耐多药结核病患者人数逐年增加,
已成为该疾病的高负担国家之一[6]。耐多药结核病

的治疗十分困难,治疗成本较高,因此,快速准确地对

结核分枝杆菌耐药性进行检测,以便制订合理、有效

的治疗方案,有助于提高疾病的治疗效果,并降低耐

药菌传播的风险[7]。传统药敏试验是耐多药结核病

诊断的“金标准”,但是该方法检测所需时间长,时效

性较差,在一定程度上限制了其临床应用。线性探针

技术是利用多重PCR扩增反应原理,针对异烟肼和

利福平耐药常见基因突变位点而设计探针,是一种快

速的分子生物学诊断方法,有利于结核病耐药情况的

早期筛查和诊断,目前已在很多地区得到推广应

用[8-10]。
本研究 发 现,线 性 探 针 技 术 对 异 烟 肼 耐 药 性

(21.46%)、利福平耐药性(24.29%)及耐多药结核病

(20.24%)的检出率与药敏试验差异无统计学意义

(P>0.05),并且线性探针技术对异烟肼耐药性、利福

平耐药性及耐多药结核病检测的灵敏度、特异度、准确

性及约登指数也均较高,这与以往研究结果一致[11-12],
说明线性探针技术在耐多药结核病的早期诊断方面具

有较好的临床应用价值,为疾病的及时、有效治疗提供

保障。
综上所述,线性探针技术作为一种辅助诊断技

术,对耐多药结核病检测的灵敏度、特异度及准确性

均较高,能准确、快速诊断结核分枝杆菌对利福平、异
烟肼的耐药性及多药耐药性,与传统的药敏试验检测

结果具有高度的一致性,对于耐多药结核病的早期诊

断具有重要意义。
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