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用于诊断涂阴疑似肺结核

患者的效果评价
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目的 评价
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线性探针技术'简称.

P̀QRG
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5@,D/

/(用于诊断涂阴疑似肺结核患者

的检测效能)方法 连续纳入
/%$1

年
$

5

$/

月在安徽省胸科医院和西安市胸科医院就诊的涂阴疑似肺结核患者

$(0'

例#对其
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份痰标本同时开展
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和
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快速液体培养'
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#简称.

\̀IP()%

培养法/(#对培养阳性鉴定为结核分枝杆菌复合群'
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P̀Q;

(的菌株#开展利福平和异烟肼药物敏感性试验'简称.药敏试验/(#对两种方法耐药检

测结果不一致样本进行耐药相关基因测序验证)采用
WFWW//&%

软件进行统计学分析#两种方法对
P̀Q;

检出率

的比较使用
!

/检验#以
$

$

%&%9

为差异有统计学意义)对利福平和异烟肼耐药基因检测的效能比较分析用敏感

度*特异度进行效果评估)结果
$(0'

例涂阴疑似肺结核患者中#

P̀QRG

J

5@,D/

和
\̀IP()%

培养法对
P̀Q;

的检出率分别为
/0&)0b
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(和
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(#差异无统计学意义'
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()以
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培养法为标准#
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检测痰标本中
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的敏感度和特异度分别为
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'

19:

"

9/:

(和
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'

$'9)

"

$119

()以
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药敏试验检测利福平和异烟肼耐药结果为标准#

P̀QRG
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检测利福平和异烟

肼耐药性的敏感度分别为
(1&'1b

'
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(#特异度为
()&)/b

'

'0/

"

':9

(和
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结论
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可快速准确检测出涂阴疑似肺结核患者痰标本中的
P̀Q;

#并可同时检测利福平和异烟肼

对
P̀Q;

的药物敏感性#其检测结果敏感度和特异度高#对于结核病防控有很好的应用价值)

!关键词"
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结核#肺+
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分子探针技术+
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分枝杆菌#结核+
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痰+
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药物敏感性试验+

!

评价研究

!

<

+6,364)"8++C)*;)#$3"3,D&'LE

<

*;0MG,36#;(+68;*30$0-$)

1

"30$0$"04+)6"+

1

)#$C+

<

;*43")6

:

#;(+68;*30$0

0;0

<

+8#0 !I

Z

&(0

8

#

KFJR%0'=&

#

!I"G%(0

#

[:FJK&0

8

#

J"R&'5$(1

#

[:FJG(0'6&0) U(.&10(63%4+-5%617&7

M+

2

+-+05+!(41-(.1-

?

#

U(.&10(6;+0.+-

2

1-3%4+-5%617&7;10.-16(0=9-+>+0.&10

#

;$&0+7+;+0.+-

2

1-*&7+(7+;10.-16(0=

9-+>+0.&10

#

K+&

L

&0

8

BA@@AQ

#

;$&0(

;1--+7

,

10=&0

8

(%.$1-

!

[:FJG(0'6&0

#

P/(&6

!

Y$(1

?

(06&0

"

5$&0(.4)1-

8

,

!(0#6)8#

-

!

A(

B

+8#$C+ P"AK45@4?A?<A

J

ABL"B34-8A"L P̀QRG

J

5@,KAB,#"-/

'

P̀QRG

J

5@,D/

(

5#-A

J

B"7A

4,,4

C

L"B!#4

M

-",#,"LPQ#-?<A,@,

J

A8?,N#?<,3A4B-A

M

4?#KA

J

@53"-4B

C

?@7AB8@5",#,+ D+#/3-0 P<A

J

A"

J

5AN<"

NABA85#-#8455

C

,@,

J

A8?A!?"<4KA,3A4B-A

M

4?#KA

J

@53"-4B

C

?@7AB8@5",#,

'

FPQ

(

4-!!A?A8?A!#->-<@#;<A,?U",

J

#?45

4-! #̂

0

4-;<A,?U",

J

#?45LB"3=4-@4B

C

/%$1?"RA8A37AB/%$1NABA8"-,A8@?#KA5

C

A-B"55A!#-?"?<#,,?@!

C

+>?"?45

"L$(0',3A4B-A

M

4?#KAFPQ,@,

J

A8?,NABAA-B"55A!4-!"-A,

J

@?@3,

J

A8#3A-N4,8"55A8?A!LB"3A48<"L?<A3?"

8"-!@8? P̀QRG

J

5@,D/4-!Q>;P2;

P̀

\̀IP

P̀

()%

'

\̀IP()%

(

5#

6

@#!8@5?@BA

#

BA,

J

A8?#KA5

C

+ \̀IP!B@

M

,@,8A

J

?#7#5#?

C

?A,?#-

M

'

RWP

(

L"BB#L43

J

#-4-!#,"-"[#!N4,45,"

J

ABL"B3A!"-8A?<A5#

6

@#!8@5?@BAN4,

J

",#?#KA4-!

E

?

514(5.+-&%/.%4+-5%617&78"3

J

5Aa

'

P̀Q;

(

N4,#!A-?#L#A!+H#-455

C

#

?<A!B@

M

BA,#,?4-8ABA54?A!

M

A-A,,A

6

@A-8#-

M

N4,

J

ABL"B3A!L"B?<A,43

J

5A,N#?<#-8"-,#,?A-?BA,@5?,"L!B@

M

BA,#,?4-8A7A?NAA- P̀QRG

J

5@,D/4-! \̀IPRWP

?"8"-L#B3?<A!B@

M

BA,#,?4-8A,?4?@,+WFWW//&%N4,@,A!L"B,?4?#,?#84-45

C

,#,4-!

!

/

?A,?N4,@,A!?"8"3

J

4BA?<A

!A?A8?#"-B4?A"L P̀Q;7

C

@,#-

M

?<A?N"!#4

M

-",?#83A?<"!,+W?4?#,?#845,#

M

-#L#84-8AN4,!AL#-A!4,$

$

%&%9+P<A

,A-,#?#K#?

C

4-!,

J

A8#L#8#?

C

NABA4

JJ

5#A!?"AK45@4?A?<A

J

ABL"B34-8A"L P̀QRG

J

5@,D/#-?<A#!A-?#L#84?#"-"L P̀Q;

4-!?<A!A?A8?#"-"LB#L43

J

#-8#-4-!#,"-#[#!BA,#,?4-8A+E+0;*#0 >3"-

M

$(0'A-B"55A!84,A,N<"NABA,@,

J

A8?A!

?"<4KA,3A4B-A

M

4?#KAFPQ

#

?<A#!A-?#L#84?#"-B4?A"L P̀Q;7

C

@,#-

M

P̀QRG

J

5@,D/4-! \̀IP()%NABA/0&)0b

$

119

$

中国防痨杂志
/%$)

年
0

月第
':

卷第
0

期
!

;<#-=>-?#?@7AB8

#

=@5

C

/%$)

#

D"5&':

#

E"+0



'

91)

"

$(0'

(

4-!/)&0)b

'

9/:

"

$(0'

(#

BA,

J

A8?#KA5

C

+P<A!#LLABA-8A<4,-",?4?#,?#845,#

M

-#L#84-8A

'

!

/

Y%&%9

#

$Y

%&(01

(

+;"3

J

4BA!N#?< \̀IP()%

#

?<A,A-,#?#K#?

C

4-!,

J

A8#L#8#?

C

"L P̀QRG

J

5@,D/#-?<A#!A-?#L#84?#"-"L P̀Q;

N4,:)&01b

'

19:

"

9/:

(

4-!('&:1b

'

$'9)

"

$119

(#

BA,

J

A8?#KA5

C

+;"3

J

4BA!N#?< \̀IPRWP

#

?<A,A-,#?#K#?

C

"L

P̀QRG

J

5@,D/#-?<A!A?A8?#"-"LB#L43

J

#8#-4-!#,"-#[#!BA,#,?4-8AN4,(1&'1b

'

9%

"

9'

(

4-!00&':b

'

)9

"

:1

(

BA,

J

A8?#KA5

C

#

4-!?<A,

J

A8#L#8#?

C

#-?<A!A?A8?#"-"LB#L43

J

#8#-4-!#,"-#[#!BA,#,?4-8AN4,()&)/b

'

'0/

"

':9

(

4-!

(:&%/b

'

'10

"

'91

(#

BA,

J

A8?#KA5

C

+.3"8*;0$3" P̀QRG

J

5@,D/#,4B4

J

#!4-!BA5#475A3A?<"!#-?<A!#4

M

-",#,"L

P̀Q;43"-

M

,3A4B-A

M

4?#KAFPQ,@,

J

A8?,+>??<A,43A?#3A

#

#?45,"84-?A55@,N<A?<AB?<A

J

4?#A-?,!#4

M

-",A!4,

<4K#-

M

P̀Q;4BA,@,8A

J

?#75A?"B#L43

J

#-4-!#,"-#[#!"B-"?

#

4-!7"?<#?,,A-,#?#K#?

C

4-!,

J

A8#L#8#?

C

"L!B@

M

BA,#,?.

4-8A!A?A8?#"-4BA<#

M

<+P<@,

#

?<#,3A?<"!<4,4

M

""!4

JJ

5#84?#"-K45@A#-?<APQ8"-?B"54-!

J

BAKA-?#"-+

,

9+

:

536-0

-

!

P@7AB8@5",#,

#

J

@53"-4B

C

+

!

"̀5A8@54B5#-A

J

B"7A4,,4

C

+

!

E

?

514(5.+-&%/.%4+-5%617&7

+

!

W

J

@?@3

+

RB@

M

,@,8A

J

?#7#5#?

C

?A,?#-

M

+

!

2K45@4?#"-,?@!#A,

结核病是严重危害公众健康的全球性公共卫生

问题#每年数百万例感染患者#死亡患者在感染性疾

病中居第二位%

$

&

)中国是全球第三大结核病高负担

国家#结核病发病患者始终居传染病前列%

$

&

)

/%$%

年全国第五次结核病流行病学抽样调查结果显示#

人群中活动性肺结核患病率没有明显下降#但涂阳

患者比例大幅度下降%

/

&

)由于缺乏有效的诊断涂阴

结核病的病原学检测方法#使涂阴结核病特别是耐

药结核病患者不能得到及时有效的诊断和治疗)

P̀QRG

J

5@,D$

'

U4#-]#LA,8#A-8A

#德国(是一

种可以通过反向探针杂交技术快速检测样本中结核

分枝杆菌复合群'
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(#以及利福平和异烟肼耐药性的分子技术#

报告时间短'

)

"

:<

(#近几年在全球范围已广泛应

用%

'.)

&

#

/%%:

年被
ZUV

推荐用于涂阳肺结核患者

的耐药诊断%

0

&

)与
P̀QRG

J

5@,D$

相比#
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5@,

D/

'

U4#-]#LA,8#A-8A

#德国(极大提高了检测样本中

P̀Q;

的敏感度#可直接对涂阴肺结核患者的痰标

本进行病原学检测%

:

&

)然而#目前国内尚没有关于

P̀QRG
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用于临床诊断的研究报道)本研

究以涂阴疑似肺结核患者为研究对象#评价该技术

用于诊断涂阴疑似肺结核患者的应用价值#为涂阴

疑似肺结核患者的诊断提供科学依据)

材料和方法

一*患者来源

连续纳入
/%$1

年
$

5

$/

月在安徽省胸科医院和

西安市胸科医院就诊的胸部
^

线表现不典型*咳嗽咯

痰
%

/

周*有或无肺结核临床症状的连续
'

次痰涂片

镜检抗酸杆菌阴性'简称.涂阴/(的疑似肺结核患者

$(0'

例'研究中使用临床剩余痰(#其中安徽省胸科

医院
())

例'份(#西安市胸科医院
$%%0

例'份()

二*实验室检测

$+

痰标本处理!痰标本采用中和离心法去污染

处理#按照实验室标准化流程%

(

&

#采用
E.

乙酰
.].

半

胱氨酸
.E4VU

'

E>];.E4VU

(消化液处理#消化后

的菌液沉淀重悬于
/35

的磷酸盐缓冲液中#分装两

份分别进行
Q>;P2; \̀IP()%

快速液体培养

'

3

C

8"748?AB#45!A?A8?#"-,

C

,?A3
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Q>;P2;

P̀

\̀IP

P̀

()%

#简称.

\̀IP()%

培养法/(和
P̀QRG

J

5@,D/

线性探针技术'简称.

P̀QRG

J

5@,D/

/(检测)

/+̀ \IP()%

培养法和药物敏感性试验'简称

.药敏试验/(!加入
%&935

处理后的痰标本至

\̀IP()%

培养管'含
%&:35V>R;

营养添加剂(

中#对培养阳性鉴定为
P̀Q;

的菌株#严格按照操

作手册将其加入含有利福平'

$

+

M

"

35

(和异烟肼

'

%&$

+

M

"

35

(药物的培养管中#开展利福平和异烟肼

的耐药检测)
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检测!实验在
1

个独立房间

进行#包括试剂准备间*模版制备区*扩增区和杂交

区)实验操作严格按照
P̀QRG

J

5@,D/

操作说明#

取
%&935

处理后的痰标本
$'%%%k

'

离心
93#-

#弃

上清#沉淀用
$%%

+

5

分子级双蒸水悬浮#

(9l

水浴

/%3#-

提取核酸
RE>

备用+每个样本取
9

+

5

核酸

RE>

加入含有
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+

5> .̀Q

和
$%

+

5> .̀>

试剂的

扩增体系中'
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#

P̀QRG

J

5@,D/

试剂盒(#

F;G

扩增
1%

个循环+取
/%

+

5

扩增产物经过化学变性*杂

交孵育*洗涤*耦联和显色后#根据试纸条上的探针

显色结果判定样本中是否含有
P̀Q;

及其对利福

平和异烟肼的耐药性)

1+

测序!对两种方法耐药检测结果不一致的样

本进行耐药相关基因测序验证)采用
()#-MUF

基

因测序进行结核分枝杆菌菌种鉴定#

-

,

1K

基因测序

用于利福平耐药基因检测#

\(.V

和
&0$F

用于异烟

肼耐药基因检测)扩增产物由天一辉远生物技术有

限公司进行单向测序#序列提交至美国国立生物技

术信息中心'
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物序列见表
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三*统计学分析

采用
WFWW//&%

软件进行统计学分析#对
P̀Q;

检出率的比较使用
!

/检验#以
$

$

%&%9

为差异有

统计学意义)

\̀IP()%

培养法和
P̀QRG

J

5@,D/

对
P̀Q;

*利福平和异烟肼耐药基因检测效能的比

较分析用敏感度*特异度进行效果评估)

结
!!

果

一*两种方法对
P̀Q;

检出率的比较

P̀QRG

J

5@,D/

和
\̀IP()%

培养法对
P̀Q;

检出率分别为
/0&)0b

'

91)

"

$(0'

(和
/)&0)b

'

9/:

"

$(0'

(#两种方法检出率差异无统计学意义

'

!

/

Y%&%9

#

$Y%&(01

('表
/

()

二*两种方法对
P̀Q;

检测效能的比较分析

以
\̀IP()%

培养法为标准#

P̀QRG

J

5@,D/

检测
P̀Q;

的敏感度和特异度分别为
:)&01b

'

19:

"

9/:

(和
('&:1b

'

$'9)

"

$119

('表
'

()

三*两种方法对利福平耐药基因检测效能比较分析

以
\̀IP()%

药敏试验检测利福平耐药结果为

标准#

P̀QRG

J

5@,D/

检测利福平耐药性的敏感度

为
(1&'1b

'

9%

"

9'

(#特异度为
()&)/b

'

'0/

"

':9

(#

不同研究现场数据差异不大'表
1

()对利福平基因

型和表型耐药结果不一致的
$)

例样本进行
-

,

1K

基

因测序#结果显示
$/

例样本的测序结果与
P̀QRG

J

5@,

D/

检测结果一致#一致率为
09&%%b

)

表
F

!

耐药基因测序引物序列

基因名称 引物名称 引物序列'

9m.'m

( 片段长度'

7

J

(

()#-MUF $)W.L \\;;P>>;;;P;\\\>\\\>\ 11%

$)W.B ;;;\>\\;>P>P;\;>\;;P;

-

,

1K -

,

1K.L >;;\>;\>;>P;\>;;>;PP 1'%

-

,

1K.B \P>;\\;\PPP;\>P\>>;;

\(.V \(.V.L >>P;\>P\\\;PP;>>\>;\ 9%%

\(.V.B ;P;\P>\;;\P>;>\\>P;P;\

&0$F &0$F.L ;;P;\;P\;;;>\>>>\\\> /1:

&0$F.B >P;;;;;\\PPP;;P;;\\P

表
G

!

两家医院
P̀QRG

J

5@,D/

和
\̀IP()%

培养法对涂阴疑似肺结核患者
P̀Q;

检出率的比较

医院名称
P̀QRG

J

5@,D/ \̀IP()%

4

例数 检出率'

b

( 例数 检出率'

b

(

!

/值
$

值

安徽省胸科医院'

())

例(

/(% '%&%/ /0) /:&90 %&1( %&1:1

西安市胸科医院'

$%%0

例(

/9) /9&1/ /9/ /9&%/ %&%1 %&:'0

合计'

$(0'

例(

91) /0&)0 9/: /)&0) %&%9 %&(01

注 4

!培养阳性菌株进行测序鉴定

表
H

!

两家医院
P̀QRG

J

5@,D/

对
P̀Q;

检测的敏感度和特异度

医院名称
P̀QRG

J

5@,D/

\̀IP()%

培养法'例(

阳性'

9/:

例( 阴性'

$119

例( 合计'

$(0'

例(

敏感度

'

b

(

特异度

'

b

(

安徽省胸科医院 阳性
/1$ 1( /(% :0&'/ (/&(%

阴性
'9 )1$ )0)

小计
/0) )(% ())

西安市胸科医院 阳性
/$0 1% /90 :)&$$ (1&0%

阴性
'9 0$9 09%

小计
/9/ 099 $%%0

合计 阳性
19: :( 910 :)&01 ('&:1

阴性
0% $'9) $1/)

$

)19

$
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表
I

!

两家医院
P̀QRG

J

5@,D/

进行利福平药物敏感性检测的敏感度和特异度

医院名称
P̀QRG

J

5@,D/

\̀IP()%

培养法'例(

耐药'

9'

例( 敏感'

':9

例( 合计'

1':

例(

敏感度

'

b

(

特异度

'

b

(

安徽省胸科医院 耐药
/: ) '1 ('&'' (0&$/

敏感
/ /%/ /%1

小计
'% /%: /':

西安市胸科医院 耐药
// 0 /( (9&)9 ()&%9

敏感
$ $0% $0$

小计
/' $00 /%%

合计 耐药
9% $' )' (1&'1 ()&)/

敏感
' '0/ '09

表
J

!

两家医院采用
P̀QRG

J

5@,D/

进行异烟肼药物敏感性检测的敏感度和特异度

医院名称
P̀QRGF5@,D/

\̀IP()%

培养法'例(

耐药'

:1

例( 敏感'

'91

例( 合计'

1':

例(

敏感度

'

b

(

特异度

'

b

(

安徽省胸科医院 耐药
/( 0 ') :0&:: ()&9(

敏感
1 $(: /%/

小计
'' /%9 /':

西安市胸科医院 耐药
') % ') 0%&9( $%%&%%

敏感
$9 $1( $)1

小计
9$ $1( /%%

合计 耐药
)9 0 0/ 00&': (:&%/

敏感
$( '10 '))

四*两种方法对异烟肼耐药基因检测效能比较

分析

以
\̀IP()%

培养法检测异烟肼耐药结果为标

准#

P̀QRG

J

5@,D/

检测异烟肼的敏感度为
00&':b

'

)9

"

:1

(#特异度为
(:&%/b

'

'10

"

'91

('表
9

()对异

烟肼基因型和表型耐药结果不一致的
/)

例样本进

行
\(.V

和
&0$F

基因测序#结果显示#

/'

例样本的

测序结果与
P̀QRG

J

5@,D/

检测结果一致#一致率

::&1)b

)

讨
!!

论

本研究率先通过临床对照研究将有前景的

P̀QRG

J

5@,D/

检测方法用于涂阴疑似肺结核疾

病的诊断中#结果表明
$(0'

例患者中#

P̀QRG

J

5@,

D/

对
P̀Q;

检出率为
/0&)0b

'

91)

"

$(0'

(#与

\̀IP()%

培养法的检出率
/)&0)b

'

91:

"

$(0'

(相

比#差异无统计学意义'

!

/

Y%&%9

#

$Y%&(01

(#但

P̀QRG

J

5@,D/

检测方法将报告时间从
$9!

缩短

到了
$!

%

$%

&

#与本研究一致)此外#以
\̀IP()%

培

养法为标准#

P̀QRG

J

5@,D/

检测
P̀Q;

的敏感

度*特异度分别为
:)&01b

'

19:

"

9/:

(和
('&:1b

'

$'9)

"

$119

(#说明其检测效能高)

P̀QRG

J

5@,D/

在检测
P̀Q;

的同时还可以检测
P̀Q;

对利福平

和异烟肼的耐药性)与
\̀IP()%

药敏试验结果相

比#

P̀QRG

J

5@,D/

检测利福平耐药性的敏感度达

到
(1&'1b

'

9%

"

9'

(以上#而国内研究报道#

P̀QRG

J

5@,

D$

检测利福平耐药性的敏感度仅
::b

%

$%

&

)对利福

平基因型和表型耐药结果不一致患者样本进行利福

平耐药相关基因'

-

,

1K

基因(耐药决定区的测序验

证#

P̀QRG

J

5@,D/

和测序结果一致率为
09&%%b

'

$/

"

$)

(#结果与国内相关研究报道相符%

$$

&

#但低于

国外文献报道%

$/

&

#可能与不同国家流行菌株不同

有关)

与
\̀IP()%

药敏试验结果相比#

P̀QRG

J

5@,

D/

检测异烟肼耐药性的敏感度为
00&':b

'

)9

"

:1

(#

造成敏感度较低的原因#可能是由于其检测的耐药

相关基因为
\(.V

和
&0$F

基因#这
/

个基因与异烟

肼耐药相关性一般为
0%b

%

$'

&

)对异烟肼基因型和

$
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表型耐药结果不一致的患者样本进行异烟肼耐药相

关基因'

\(.V

和
&0$F

基因(耐药决定区的测序验

证#

::&1)b

'

/'

"

/)

(的患者样本的测序结果和

P̀QRG

J

5@,D/

的检测结果一致)有研究报道

1]

?

M'($

,

;

等基因与异烟肼耐药有一定相关性%

$1

&

)

本研究中#

P̀QRG

J

5@,D/

检测异烟肼耐药性的结

果为.敏感/而
\̀IP()%

培养法检测异烟肼耐药性

的结果为.耐药/的
$(

例样本中#测序结果均未发现

\(.V

和
&0$F

存在突变)这一结果提示#

P̀QRG

J

5@,

D/

检测异烟肼耐药性的靶基因需要进一步完善)

综上所述#

P̀QRG

J

5@,D/

检测
P̀Q;

的敏

感度和特异度高*时间短#诊断涂阴疑似肺结核的可

靠性强#同时可以准确检测利福平和异烟肼的耐药

性#对指导涂阴疑似肺结核的防控具有重要意义)

与其他分子检测技术如
\A-Â

J

AB? P̀Q

"

GIH

和环

介导等温扩增'

5""

J

.3A!#4?A!#,"?<AB34543

J

5#L#84.

?#"-

#

]> F̀

(等技术相比#

P̀QRG

J

5@,D/

对实验

室要求较高#需要具备有
1

个独立的检测区域#适合

在地市级以上结核病诊疗机构的实验室开展)
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