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$在检测利福平耐药及耐多药结核"
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中的应用价值!并对
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与比例法利福平药敏结果不一致的原因进行分析&方法
"

选取
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年
!

月至
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年
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月在该院就诊患者所送检的临床标本进行
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检测%分枝杆菌培养!培养阳性菌株进行比例法药敏试验&

[

C

?F@

与分枝杆菌培养均阳性共
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例&以比例法药敏试验为)金标准*!对
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检测利福平药敏结果进行

分析&对
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与比例法检测利福平药敏结果不一致的菌株进行
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基因的利福平耐药决定区"
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$测序

和最小抑菌浓度"
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$的测定&结果
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检出利福平耐药的灵敏度%特异度%阳性预测值和阴性预测值分
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株比例法敏感而
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检出耐药

的菌株中!
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区未检测到突变#
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区检测到突变!以有争议的
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为敏感的菌株中!
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结核分枝杆菌对抗结核药物的耐药是结核病控

制的主要威胁之一)耐多药结核病$

V-*/<]

%是指

结核病患者感染的结核分枝杆菌体外药敏试验证实

至少同时对异烟肼和利福平耐药的结核病)而广泛

耐药结核病$

[-*/<]

%是指结核病患者感染的结核分

枝杆菌体外药敏试验证实至少同时对异烟肼和利福

平耐药外#还对任何氟喹诺酮类抗菌药物产生耐药#

以及
#

种二线注射类药物$卷曲霉素&卡那霉素和阿

米卡星%中的至少
!

种耐药的结核病)

V-*/<]

和

[-*/<]

的出现使得结核病流行势态更为严峻#明显

影响治疗的效果)

我国传统的检测结核分枝杆菌的方法主要是涂

片抗酸染色&罗氏培养和比例法药敏试验)抗酸染色

镜检方法的阳性检出率低#而罗氏培养和药敏方法耗

时过长#需
"

!

#

个月#均不能满足临床快速诊断和药

敏的需要)
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检测试验$简称
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%由美国
,?
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公司研发#是目前世界上唯一

将
-W.

提取&

),*

扩增和荧光检测结合在一起#并

自动进行结果报告的检测系统)该系统采用半巢式

),*

#针对
F
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基因
(!J

C

利福平耐药决定区

$
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%设计了
%

个分子信标探针$以探针
.
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&

,
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-
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命名%#以检测是否有结核分枝杆菌#以及对利福

平是否耐药#同时以球芽孢杆菌$

Y),

%为内对照#以判

断
-W.

扩增是否存在抑制'
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不仅能用于结

核的诊断#同时能获得利福平是否耐药#对结核病的

早期诊断及控制
V-*/<]

的传播有重要意义)国内

外关于
[
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在结核病诊断及利福平耐药报道较

多'

"/%
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#但关于
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在耐多药结核的应用评价#因试

剂成本相对较高和样本量较少而报道不多)本研究

收集了本院检验科自
"'!&

年
!

月开展
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以来#在

本院就诊且
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与培养均阳性的
!#''

例结核病患

者#探讨
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在检测利福平耐药及
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的应用

价值#并进一步分析
[

C

?F@

与比例法利福平药敏结果

不一致的原因)

A

"

材料与方法

A$A

"

标本来源
"

收集
"'!&

年
!

月至
"'!3

年
3

月武

汉市结核病防治所门诊及病区送检的各类标本共

&"3#

例#包括痰&支气管肺泡灌洗液&胸腹水&脑脊液&

尿液&病理组织及穿刺物进行
[

C

?F@

检测&分枝杆菌

培养#培养阳性菌株进行比例法药敏试验)对
[

C

?F@

与比例法检测利福平药敏结果不一致的菌株进行

F
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基因的
**-*

区测序和最小抑菌浓度$

VP,

%的

测定)罗氏培养基分枝杆菌培养阳性
!#%7

例#

[

C

?F@

检测结核分枝杆菌阳性
!33"

例#培养阳性而
[

C
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阴性
%7

例$

#3

例为非结核分枝杆菌%#

[

C
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与培养

均阳性的标本
!#''

例#均来自不同患者标本#剔除同

一患者重复送检标本)对
!#''

例
[
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与培养均阳

性的标本纳入分析)本研究经武汉市结核病防治所

伦理委员会批准)

A$B

"

仪器与试剂
"
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检测系统及其配套试剂盒#

由美国
,?

C
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公司提供)酸性罗氏培养基由检验

科自制)中性罗氏培养基&异烟肼&利福平药敏培养

基及对硝基苯甲酸$

)W]

%培养基购自珠海贝索生物

技术公司)

:̂ 7

干粉和
e.-,

均购自
-5GE=

公司)

结核分枝杆菌标准株$

#̂:*>

#

.<,,":"7&

%购自中国

药品生物制品检定所)
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"

方法

A$C$A

"

罗氏固体培养
"

于痰&纤维支气管镜灌洗液&

脓汁等标本加入等量
&+

的氢氧化钠#组织标本用匀

浆器匀浆后加适量
&+

的氢氧化钠#振荡静置
"'456

#

无菌吸管吸取
'$!4U

接种到酸性罗氏培养基上#胸

腹水#脑脊液离心取沉淀直接接种中性罗氏培养基#

于
#:`

培养箱培养#第
#

天及每周观察记录结果#阴

性培养至第
%3

天)

A$C$B

"

罗氏培养基药敏比例法
"

按照.结核病实验

室检验规程/

'

3

(进行)利福平&异烟肼的终浓度分别

为
&'$'

$

2

"

4U

&

'$"

$

2

"

4U

)

A$C$C

"

利福平
VP,

测定
"

在专用超声分散管中加

入
"$'4U

生理盐水#取临床分离的
"

!

#

周菌龄的新

鲜培养物一环于分散管中#在超声分散仪中超声分散

!456

自动比浊#用生理盐水稀释成
!

号麦氏比浊管

的浊度#即配成
! 4

2

"

4U

的菌悬液)将菌悬液用

:̂ 7/Y

肉汤进行
"'

倍稀释)在
73

孔无菌平板中#向

第
!

!

(

孔各加入
!''

$

U

的
:̂ 7/Y

肉汤#将
!''

$

U

利

福平原液$

#"$'

$

2

"

4U

%加入第
!

孔#将第
!

孔混匀后

取
!''

$

U

#进行连续
"

倍稀释至第
(

孔#第
7

孔为无

抗菌药物的阳性对照)第
!'

孔为培养基无菌对照)

第
!

!

7

孔每孔加应用菌悬液
!''

$

U

)酶标板用封板
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纸密封#放入湿盒内#在
#:`

孵育
%I

#在第
3

天#加

入
#'

$

U

的经过滤除菌的
'$!

2

"

U

刃天青显色液#继

续孵育
"&B

#如第
7

孔变成粉红色#则加刃天青显色

液至其他各孔#再孵育
"&B

#记录颜色结果)如果第
7

孔仍为兰色#分别在第
7

&

!!

天观察)

VP,

定义为仍

然保持兰色的最低的抗菌药物浓度)

A$C$D

"

[

C

?F@

检测
"

按试剂盒的说明书操作)

[

C

?F@

对结核分枝杆菌的结果分为!结核分枝杆菌检出$极

低&低&中&高%和未检出)

,@

指探针循环阈值#

'

,@

指

探针早期
,@

值与晚期
,@

值之差)

[

C

?F@

对利福平耐

药的检测结果分为!利福平
F?959@A6E?

检出#

'

,@

%

#$%

#对利福平耐药+利福平
F?959@A6E?

未检出#

'

,@

&

#$%

#对利福平敏感)

A$C$E

"

细菌
-W.

提取
"

用接种环刮取一环菌落至

含
!$'4U

生理盐水的微量离心管)高速冷冻离心机

$德国
0

CC

?6I=FG

公司#

%&!:*

%

3'''1

2

离心
!'456

)

在生物安全柜中打开离心管#去上清#加入无菌生理

盐水洗涤
!

次#

3'''1

2

离心
!'456

)沉淀直接加入

"''

$

U-W.

提取液$上海生工生物工程公司%充分震

荡混匀#将
0)

管置于干式恒温器中$

!'' `

#

!'

456

%#然后转至
&`

静置
3

!

(B

保证充分裂解)

A$C$P

"

F

C

=]

基因扩增与测序
"

用于扩增
F

C

=]

基因

(!J

C

**-*

区的引物序列
R%m/,,. ,,, .QQ

.,Q<QQ .QQ,Q. <,.,.,,Q/#m

&

*%m/,Q<

<<,Q.<Q..,,,Q..,QQQ<<Q.,/#m

'

:

(由

上海生工生物工程公司合成)扩增片段大小为

#"7J

C

)扩增主要包括
F

C

=]

基因与利福平耐药相关

的
%':

!

%##

位点)反应体系为
#'

$

U

!

),* VP[

$

"

1

%$

R?F4?6@A9

公司%

!%

$

U

#

"

$

4=D

"

U

上下游引物

#

$

U

#灭菌蒸馏水
!'

$

U

#

-W.

模板
"

$

U

)

%'''1

2

离心片刻#置
),*

扩增仪$杭州博日公司#

U5G?<=HEB

<,73

%中#扩增条件如下!

7% `

预变性
"456

+

7% `

#%9

#

%%`#'9

#

:"`&%9

#

&'

个循环+最后
:"`

延

伸
%456

)

F

C

=]

基因测序由上海生工生物工程公司

完成)

A$D

"

统计学处理
"

建立
0iE?D

工作表收集实验数据#

运用
Y)YY!7$'

软件进行统计学分析)计数资料采用

百分比表示#统计分析采用四格表的
!

" 检验#

:

$

'$'%

为差异有统计学意义)两种方法一致性比较采

用
\A

CC

A

检验#

\A

CC

A

值
%

'$:%

为优)

B

"

结
""

果

B$A

"

!#''

例培养阳性结核分枝杆菌对利福平和异

烟肼比例法药敏结果
"

!#''

株结核分枝杆菌菌株

中#比例法药敏结果为
!'!!

株对利福平敏感#

"(7

株

对利福平耐药+

73"

株对异烟肼敏感#

##(

株对异烟肼

耐药)

V-*/<]

为
"&!

株)

B$B

"

[

C

?F@

和比例法利福平药敏结果比较
"

在
!#''

例培养阳性的标本中#

[

C

?F@

检测结核分枝杆菌阳性#

利福平耐药未检出的标本
77!

株#利福平耐药检出的

标本
#'7

株)二者均敏感为
7(7

株#均耐药为
"(:

株#比例法敏感而
[

C

?F@

耐药为
""

株#比例法耐药而

[

C

?F@

敏感为
"

株)以比例法为,金标准-#

[

C

?F@

检出

利福平耐药的灵敏度为
77$#!+

#特异度为
7:$("+

#

阳性预测值为
7"$((+

#阴性预测值为
77$('+

#总符

合率为
7($!%+

#

\A

CC

A

值
a'$7&(

)

B$C

"

[

C

?F@

与比例法利福平药敏结果不一致的菌株

测序及利福平
VP,

测定
"

在
""

株比例法敏感而

[

C

?F@

检出耐药的菌株中#

3

株在
**-*

区未检测到

突变+

!3

株在
**-*

区检测到突变#其中
(

株为

U%!!)

突变#

VP,

在
'$!"%

!

'$%''

$

2

"

4U

+

&

株为

U%##)

突变#

VP,

均为
'$%''

$

2

"

4U

+

!

株为沉默突

变#

VP,

为
'$'3'

$

2

"

4U

+

!

株为
-%!3f

突变#

VP,

为
!$'''

$

2

"

4U

+

!

株为
R%!(,

&

U%##)

双位点突变#

VP,

为
"$'''

$

2

"

4U

+

!

株为
-%!3f

&

R%!(-

双位点

突变#

VP,

为
'$%''

$

2

"

4U

)在
"

株比例法耐药而

[

C

?F@

为敏感的菌株中#

!

株在
**-*

区未检测到突

变#

VP,

为
'$%''

$

2

"

4U

+

!

株在
**-*

区外存在

0%&3Q

突变#

VP,

为
($'''

$

2

"

4U

)见表
!

)

表
!

""

"&

株
[

C

?F@

与比例法利福平药敏不一致菌株的
**-*

测序及
VP,

结果

标本号 标本类型 初治"复治
结核分枝

杆菌量
突变探针

比例法利福平

药敏结果
测序结果 氨基酸改变

VP,

$

$

2

"

4U

%

%!&" Y)

复治 低
. Y ,<Q%!!,,Q U%!!) '$!"%

%:7( ].UR

复治 高
. Y ,<Q%!!,,Q U%!!) '$"%'

!#7 )R

初治 极低
. Y ,<Q%!!,,Q U%!!) '$"%'

3#%# ].UR

初治 极低
. Y ,<Q%!!,,Q U%!!) '$%''

%#"! Y)

复治 高
. Y ,<Q%!!,,Q U%!!) '$%''

3'#" Y)

初治 极低
. Y ,<Q%!!,,Q U%!!) '$%''

7! Y)

初治 中
. Y ,<Q%!!,,Q U%!!) '$%''

!## ].UR

初治 低
. Y ,<Q%!!,,Q U%!!) '$%''

#%'& ].UR

初治 极低
] Y Q.,%!3<., -%!3f !$'''

*

3&!

*
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续表
!

""

"&

株
[

C

?F@

与比例法利福平药敏不一致菌株的
**-*

测序及
VP,

结果

标本号 标本类型 初治"复治
结核分枝

杆菌量
突变探针

比例法利福平

药敏结果
测序结果 氨基酸改变

VP,

$

$

2

"

4U

%

!'&"( Y)

复治 高
], Y Q.,%!3<.,

+

..,%!(Q., -%!3f

+

R%!(- '$%''

&!:' Y)

复治 极低
]0 Y ..,%!(.Q,

+

,<Q%##,,Q R%!(,

+

U%##) "$'''

!'##! Y)

初治 高
, Y ,,Q%"',,. )%"') '$'3'

!'#&& Y)

复治 高
0 Y ,<Q%##,,Q U%##) '$%''

!:3 ].UR

复治 中
0 Y ,<Q%##,,Q U%##) '$%''

!:( Y)

复治 高
0 Y ,<Q%##,,Q U%##) '$%''

S%'73 Y)

复治 中
0 Y ,<Q%##,,Q U%##) '$%''

::(( ].UR

复治 极低
] Y

无突变
M '$!"%

#3#& ].UR

初治 中
, Y

无突变
M '$!"%

3#%3 ].UR

初治 极低
0 Y

无突变
M '$!"%

## Y)

初治 高
0 Y

无突变
M '$!"%

!"" Y)

复治 高
0 Y

无突变
M '$!"%

!&3 Y)

复治 中
0 Y

无突变
M '$!"%

!'':( Y)

复治 中 未检出
*

无突变
M '$%''

!!#/:3&" Y)

复治 低 未检出
* Q.Q%&3QQQ 0%&3Q ($'''

""

注!

Y)

为痰液+

].UR

为支气管肺泡灌洗液+

Y

为敏感+

*

为耐药+

M

表示无此项

B$D

"

不同治疗类型患者利福平耐药突变探针的检出

比例
"

#'7

例患者利福平耐药突变检出的探针分布情

况见表
"

)

表
"

""

#'7

例患者利福平耐药突变检出的探针比例'

'

$

+

%(

突变探针 初治$

'a!"%

% 复治$

'a!(&

% 总例数$

'a#'7

%

. :

$

%$3'

%

&

$

"$!:

%

!!

$

#$%3

%

.] "

$

!$3'

%

"

$

!$'7

%

&

$

!$"7

%

.,! !

$

'$('

%

!

$

'$%&

%

"

$

'$3%

%

.- !

$

'$('

%

#

$

!$3#

%

&

$

!$"7

%

] !%

$

!"$''

%

!(

$

7$:(

%

##

$

!'$3(

%

], '

$

'$''

%

!

$

'$%&

%

!

$

'$#"

%

, "

$

!$3'

%

&

$

"$!:

%

3

$

!$7&

%

- !:

$

!#$3'

%

"(

$

!%$""

%

&%

$

!&$%3

%

0 ('

$

3&$''

%

!"#

$

33$(%

%

"'#

$

3%$:'

%

表
#

""

利福平耐药突变检出的
#'7

例患者对应菌株的

"""

比例法药敏结果'

'

$

+

%(

表型药敏结果 初治$

'a!"%

% 复治$

'a!(&

% 总例数$

'a#'7

%

V-*/<] 7&

$

:%$"'

%

!&%

$

:($('

%

"#7

$

::$#%

%

耐
*

不耐
^ "!

$

!3$('

%

":

$

!&$3:

%

&(

$

!%$%#

%

耐
^

不耐
* "

$

!$3'

%

3

$

#$"3

%

(

$

"$%7

%

^

&

*

均不耐药
(

$

3$&'

%

3

$

#$"3

%

!&

$

&$%#

%

""

注!

*

为利福平+

^

为异烟肼

B$E

"

利福平耐药突变检出的
#'7

例患者对应菌株的

比例法药敏结果
"

在利福平耐药突变检出的
#'7

例

患者中#

V-*/<]

为
"#7

例#其中初治为
7&

例#复治

为
!&%

例)初复治患者中#虽然复治患者
V-*/<]

的占比比初治患者稍高#但差异无统计学意义$

!

"

a

'$%%"

#

:a'$&%(

%)

#'7

例患者对应菌株的表型药敏

结果见表
#

)

C

"

讨
""

论

""

利福平通过与结核分枝杆菌
-W.

依赖的
*W.

聚合酶
"

亚单位结合而阻止该酶与合成
*W.

的底物

三磷酸核苷结合#阻断
*W.

转录过程#使
*W.

和蛋

白的合成停止#从而导致细菌死亡)

*W.

聚合酶的
"

亚单位由
F

C

=]

基因编码#结核分枝杆菌对利福平耐

药主要因为
F

C

=]

基因发生突变所致)这些改变主要

是集中在
F

C

=]

中的
(!

个碱基区域$利福平耐药决定

区%内的各种突变#也有少量碱基插入或缺失)

7%+

以上的利福平耐药与
F

C

=]

基因突变有关)本研究以

比例法药敏为,金标准-#

[

C

?F@

利福平耐药检出的灵

敏度为
77$#!+

#特异度为
7:$("+

#阳性预测值为

7"$((+

#阴性预测值为
77$('+

#

[

C

?F@

与比例法药

敏的一致性为优$

\A

CC

A

值
a'$7&(

%#与国内外报道

相一致'

%

#

(

(

)如果以测序结果$

""

例比例法敏感的菌

株中
!3

例均检测到突变%进行较正#阳性预测值从

7"$((+

提高到
7($'3+

)说明表型药敏可能会导致

部分低度耐药菌漏检#分子检测手段一定程度弥补了

表型检测的不足)

在
""

例表型敏感而
[

C

?F@

利福平耐药检出不一

致的标本中#分离菌株经基因测序有
!3

株检测出突

变#

3

株未检出突变)突变以有争议的
U%!!)

&

U%##)

检出为主#这
"

个位点突变在表型药敏中多表现为敏

感或低度耐药#

VP,

测定结果在
'$!"%

!

'$%''

$

2

"

4U

#因此容易出现结果不一致的情况)对于
3

例测

序无突变的标本中#有
&

例
0

探针#

!

例
]

探针和
!

例

*

:&!

*
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,

探针检出突变#

VP,

为
'$!"%

$

2

"

4U

#为敏感#可能

是探针循环阈值延迟导致的假阳性#或者由于
[

C

?F@

用的是原始标本而基因测序用的是培养阳性的菌株#

两类样本中的优势菌群不同导致结果不一致)

V.*/

UeZ0

等'

7

(报道有
#

株测序无突变而
[

C

?F@

检出耐

药#均显示为
]

探针循环阈值延迟)而
*gR.P

等'

!'

(

研究则为
0

探针循环阈值延迟)在
"

例表型耐药而

[

C

?F@

利福平耐药未检出的标本中#

!

例在
(!J

C

的

**-*

之外检测到
0%&3Q

突变#

!

例未检测到突变#

可能是
**-*

之外其他区域的突变或为异质性

耐药'

!!/!#

(

)

在测序结果中#笔者发现
!

例沉默突变菌株$测

序结果
,,Q%"',,.

#氨基酸改变
)%"')

%)该菌株

[

C

?F@

检测为耐药#比例法检测为利福平敏感#

VP,

为

'$'3'

$

2

"

4U

)国内外许多其他的研究也报道了在
(!

J

C

的
**-*

区沉默突变'

!&/!:

(

)因此#在少数病例中#

[

C

?F@

并不能区别沉默突变#从而可能导致假阳性)

在
[

C

?F@

试验设计的
%

条覆盖
%':M%##

位点的

探针中#

0

探针对应
%"(M%##

位点#

-

探针对应
%"#M

%":

位点#

,

探针对应
%!(M%""

位点#

]

探针对应

%!#M%!:

位点#而
.

探针对应
%':M%!"

位点)在

#'7

例检出利福平突变探针中#以
0

探针$

3%$:'+

%&

-

探针$

!&$%3+

%和
]

探针$

!'$3(+

%为主#这与利福

平耐药突变位点以
%#!

&

%"3

&

%!3

位点为主一致'

!(/!7

(

)

本研究结果与其他报道的探针比例相符'

!&

#

"'/"!

(

)需

要注意的是#单独
.

探针共检出
!!

例突变#虽然在全

部检出突变的探针中比例不高$

#$%3+

%#但其中
(

例

.

探针所检测的
%!!

位点突变表型药敏为敏感#提示

.

探针检出突变易出现与表型药敏结果不一致#这与

Qg*].WeS.

等'

""

(报道相一致)

利福平耐药可作为耐多药结核的标志物#有报道

超过
7'+

的耐利福平的菌株对异烟肼耐药'

!

#

&

#

"#

(

)本

研究结果显示#在
#'7

例
[

C

?F@

检出利福平耐药的菌

株中#

V-*/<]

占
::$#%+

#虽在复治患者中
V-*/

<]

的比例$

:($('+

%稍高于初治患者$

:%$"'+

%#但

初&复治患者差异无统计学意义$

:

%

'$'%

%)这说明

对于
[

C

?F@

检出利福平耐药时#不管患者是否为初治

还是复治#应高度怀疑耐多药的可能)

e,̂ 0*0<P/

W.

等'

!%

(报道
!%#

例
[

C

?F@

检出利福平耐药的菌株

中#

V-*/<]

占
(3$7+

#高于本研究结果#可能与菌

株来源不同及地区差异有关)

D

"

结
""

论

""

[

C

?F@

试验适用于利福平耐药结核分枝杆菌的早

期快速检测#具有较高的敏感度和特异度#可用于

V-*/<]

的快速筛查#但必要时还需要结合患者用药

史和表型药敏情况来综合判断)
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甲状腺素作为增效剂在抑郁症治疗中可使患者

获益#但其治疗方法应有所区别)单相抑郁症患者可

见甲状腺功能减退#应侧重于心理治疗+而双相抑郁

症患者的游离甲状腺激素水平较高#首先应注重药物

治疗)相关研究尚需加大样本量#结合影像&遗传学

等方面进行更深入的临床研究)
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