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检测技术诊断结核病及其耐药的研究"

刘
!

涛!杨翌翔!刘
!

军!娄晓丽!戴婉琴!高
!

悦!侯彦强#

"上海市松江区中心医院检验科
!

."!+""

#

!!

摘
!

要"目的
!

探讨多色巢式实时荧光定量核酸扩增"
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#检测技术在初诊疑似肺结核患者中的诊断价值及其

耐药性%方法
!

收集
."!7

年
!d+

月在上海市松江区中心医院就诊的初诊疑似肺结核患者
#2"

例!对其痰标本同时进行痰涂片

抗酸染色$
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液体分枝杆菌培养和
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检测!比较
2

种方法诊断结核病的阳性率和符合度%同期将其中
/!

例液体培阳的标本送至上海市疾病预防控制中心"

*Z*

#进行分枝杆菌菌群鉴定"

3X[

法$

&*'

法和
.$]

培养试验#和一线抗结

核药物"异烟肼$利福平$链霉素和乙胺丁醇#的敏感性试验"传统比例法#!以上海市
*Z*

鉴定结果为标准!分析
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检测方法的敏感度$特异度和准确度及其耐药性%结果
!

#2"

例患者中!痰涂片抗酸染色$液体培养和
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种检测

方法的分枝杆菌检出率分别为
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检测法与液体培养法的符合率为
$/5726
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#!与涂片法的符合率为
/"5/26
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#2"
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例液体培养阳性患者!经上海市
*Z*

菌群鉴定!

$#

例为结核分枝杆菌复合群
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例为非结核分枝杆菌!
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检测方法的敏感度为
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检测出的
#

例利福平耐药患者和
+!

例利福平敏感患者与比例法药敏鉴定结果完全一致%结论
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检测方法阳性率明显高于涂片法!与传统液体培养法有较好的一致性%该方法具有较高的敏感度$特异度和

准确度%
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结核病是严重危害人类身心健康的重大呼吸道传染病之

一'目前#我国每年结核病发病数约为
!2"

万例#占全球的

!#6

#位居全球第
.

位#是全球
..

个结核病高负担国家之一'

近年来#随着分子生物学诊断技术的不断发展#多色巢式实时

荧光定量核酸扩增$
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%检测技术受到关注并在

多个国家和地区进行了验证评估'
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检测技术

是一种
3*)

体外诊断技术#通过核酸提取*扩增和检测#将前

处理后的待检标本放入密闭的反应盒中#通过上述三位一体操

作程序自动检出痰标本是否菌阳*带菌量多少#以及是否利福

平耐药#而传统的鉴定和药敏试验需要
2

个月左右的时间(
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该院作为结核病防治定点医院参与了中国全球基金结核病项

目#配备了较为完善的
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检测系统#现将近来开展的
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检测技术诊断结核病及其耐药性进行探讨'
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资料与方法

$5$

!

一般资料
!

收集
."!7

年
!d+

月在上海交通大学附属第

一人民医院松江分院肺结核门诊初诊的疑似肺结核患者
#2"

例#男
./2

例#年龄
!+

#

$$

岁#中位年龄
##

岁#女
!2,

例#年龄
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$#

岁#中位年龄
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岁'根据原卫生部发布的-肺结核诊
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检验医学与临床
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年
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月第
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卷第
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期
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断标准$

TP.$$=.""$

%.的临床症状*体征及胸部影像学检查等

确诊(
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仪器与试剂
!

抗酸染色液购自珠海
[-PU

生物技术有

限公司#液体分枝杆菌培养基*培养添加剂及消化液均为美国
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公司生产#
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核酸检测试剂由美国
*>
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公司生产#以上试剂均由上海市疾病预防控制中心$

*Z*

%提

供'液体分枝杆菌快速全自动培养仪为美国
[Z[-*&Y*
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#利福平耐药实时荧光定量核酸扩增检测采用美国
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公司
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检测系统#离心机型号为
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方法

$5'5$

!

涂片抗酸染色法
!

患者留取即时痰*夜间痰*次日晨痰

共
2

次#涂片抗酸染色操作和质控方法参照-结核病诊断实验

室检验规程.
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液体培养法
!

无菌取痰标本
.9<

#加入事先准备好的

!

#

.

倍体积的
.6X=

乙酰
=<=

半胱氨酸
=XDU'

$

X-<*=XDU'

%

标本前处理液#强力旋涡振荡
."G

后室温静置
!7

#

."9EF

'

然后加入
@

'+5$

的磷酸盐缓冲液$

3[P

%至
7"9<

#

2"""h

M

离心
!79EF

后#再弃上清液#沉淀中加入
!9<

的
@

'+5$

的

3[P

制备成悬浊液#处理后标本取
"579<

接种至
% Ô&

培养

管进行液体培养#接种完成后的培养管上机检测'标本接种

前#在
% Ô&,9<

培养管中事先加入
"5$9<

以生长添加剂

溶解后的杂菌抑制剂$

3-X&-

%'

$5'5'
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检测法
!

取
!9<

痰标本置入有螺旋

盖的前处理管中#优先选取痰标本中的黏稠或脓性部分'在前

处理管中加入相当于痰标本
.

倍体积的痰标本处理液#旋紧前

处理管螺旋盖'在生物安全柜内#将前处理管置于涡旋振荡器

上涡旋震荡至少
!"G

#直至无可见块状痰标本存在'再将前处

理管在室温静置
!79EF

#使痰标本充分液化#静置
!"9EF

左右

时应注意观察标本#若发现细小块状未液化痰标本#应重复震

荡使其溶解'打开
*DABAEK

M
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反应盒#使用试剂盒内提供的专

用无菌吸管#取
.9<

处理后样品由加样孔缓慢加入
*DABAEK
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反应盒内#置于
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检测系统进行全自动检测#约
.C

即

可在检测软件窗口直接读取结果'
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药敏试验
!

将液体培养阳性并经抗酸染色镜检确认为

抗酸杆菌的标本送至上海市
*Z*

进行分枝杆菌菌群鉴定

$
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法*

&*'

法*

.$]

培养试验%和一线抗结核药物$异烟

肼*利福平*链霉素和乙胺丁醇%的敏感性试验$传统比例法%#

鉴定方法按照-结核病诊断实验室检验规程.和
T'U

"

g=

XOUX

-结核病耐药监测指南.
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统计学处理
!

采用
P3PP!/5"

统计软件进行数据分析#

计数资料以例数或百分比表示#组间比较使用
!

. 检验#

$

$

"5"7

为差异有统计学意义'

/

!

结
!!

果

/5$

!

2

种方法检测结核分枝杆菌结果比较
!

涂片法检测出阳

性
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例#液体培养为
!!7

例#
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检测出
/$

例'

液体培养阳性的
!!7

例患者中#
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检出阳性
$#

例&液体培养阴性的
2!7

例患者中#
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检出阴性

2"!

例'
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与液体培养的符合率为
$/5726

$

2$7
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#2"
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例涂片检测阳性的患者中#
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@

>AB%&[
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检

出阳性
+"

例&

2+/

例涂片检测阴性的患者中#
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@

>AB%&[
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检出阴性
22!

例'

a

@

>AB%&[
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与涂片法的符合率为

/"5/26
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#2"

%'见表
!
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菌群鉴定和药敏试验
!

结核分枝杆菌复合群$

%&*

%

$#

例#非结核分枝杆菌$

X&%

%

,

例'

a

@

>AB%&[

"

)O(

检测结核

分枝杆菌的敏感度为
,,52$6

$

+7

"

$#

%#特异度为
!""5""6

$

,

"

,

%#准确度为
,/5!.6

$

,.

"

/!

%'

%&*

患者存在不同程度的

耐药性#占
!+5+,6

$

!#

"

$#

%#其中
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检测阳性且

耐利福平患者
#

例#

a

@

>AB%&[
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)O(

检测阳性且利福平敏感患

者
+!

例#

,

例
X&%

患者均存在不同程度的耐药'见表
2

*

#

'

表
!

!!

2

种方法检测痰标本结核分枝杆菌的结果比较$

0

%

检测方法 阳性$

0

% 阴性$

0

% 合计$

0

% 阳性率$

6

%

涂片法
+! 2+/ #2" !#5!/

"

液体培养法
!!7 2!7 #2" .+5,#

a

@

>AB%&[

"

)O( /$ 22. #2" ..5,/

#

!!

注!与涂片法比较#

!

.

_!"57+2

#

#

$_"5"".

&与液体培养法比较#

!

.

_!5$"2

#

"

$_"5."+

表
.

!!

2

种检测方法的准确度结果比较$

0

%

a

@

>AB

%&[

"

)O(

液体培养法

阳性$

4

% 阴性$

!

%

涂片法

阳性$

4

% 阴性$

!

%

合计

阳性$

4

%

$# !# +" 2$ /$

阴性$

!

%

2! 2"! ! 22! 22.

合计
!!7 2!7 +! 2+/ #2"

表
2
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与菌群鉴定结果$

0

%

a

@

>AB%&[

"

)O(

菌群鉴定

%&* X&%

合计

阳性$

4

%

+7 " +7

阴性$

!

%

!/ , .+

合计
$# , /!

表
#

!!

液体培养法阳性标本药敏检测结果$

0

%

耐药鉴

定类型

菌群鉴定结果

%&*4

a3Y)&

阳性

%&*4

a3Y)&

阴性

X&%4

a3Y)&

阴性

合计

单耐药
, 2 " !"

多耐药
! " # 7

耐多药
! . 2 +

全敏感
7+ !# " ,"

合计
+7 !/ , /!

!!

注!无
X&%4a3Y)&

阳性病例'单耐药表示对
#

种药物中的任

意一种耐药&多耐药表示对其中任意
.

种药物耐药#但不同时耐异烟肼

和利福平&耐多药表示至少同时耐异烟肼和利福平

'

!

讨
!!

论

!!

#2"

例患者
2

种方法分枝杆菌检测方法显示#

a

@

>AB%&[

"

)O(

检测法在初诊疑似肺结核患者中阳性检出率为
..5,/6

#

明显高于涂片法$

!#5!/6

%#与液体培养法阳性率有较高的一

致性$

$

%

"5"7

%#与邹远妩等(

+

)研究结论一致'李妍等(

,

)对

!/!

例确诊肺结核患者的痰标本研究发现#

a

@

>AB%&[

"

)O(

技

术阳性检出率为
725/"6

$

!"2

"

!/!

%#高于抗酸染色的
225""6

$

+2

"

!/!

%和培养法的
2,5.6

$

,!

"

!/!

%#而抗酸染色和培养法

之间差异无统计学意义$

$

%

"5"7

%'本研究与李妍等(

,

)研究

结论不一致#

2

种方法的阳性检出率均较低#可能与选取的对

象是疑似肺结核患者而非临床确诊相关'本研究结果表明#

+
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+
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年
,

月第
!#

卷第
!2

期
!

<DH%>K*;EF

!

VL;

1

."!,

!

W:;5!#

!

X:5!2



a

@

>AB%&[

"

)O(

与涂片法的符合率为
/"5/26

$

2/!

"

#2"

%#其

中
!

例
a

@

>AB%&[

"

)O(

检测阴性而涂片阳性的病例经上海市

*Z*

菌群鉴定为非结核分枝杆菌&

2$

例
a

@

>AB%&[

"

)O(

检测

阳性而涂片阴性可能与痰涂片抗酸染色阳性率低有关#涂片抗

酸染色要求每毫升痰标本中抗酸杆菌数至少大于
7"""

条才

能得到阳性结果#

a

@

>AB%&[

"

)O(

法只需要标本中有极其微

量的抗酸杆菌就能检测(

$

)

'

a

@

>AB%&[

"

)O(

与液体培养的符

合率为
$/5726

$

2$7

"

#2"

%#以液体培养为标准#

a

@

>AB%&[

"

)O(

的 敏 感 度 为
,25"#6

$

$#

"

!!7

%#特 异 度 为
/757+6

$

2"!

"

2!7

%'

a

@

>AB%&[

"

)O(

阳性液体培养阴性
!#

例#可能

是核酸检测出现假阳性#也可能因为
a

@

>AB%&[

"

)O(

检测结

果阳性不表示有生命力的结核分枝杆菌存在#说明有结核分枝

杆菌
ZX-

存在的可能#液体培养阳性的前提是标本中必须存

在具有生命力的结核分枝杆菌(

/

)

'

a

@

>AB%&[

"

)O(

检测阴性

液体培养阳性
2!

例#可能原因!$

!

%不同检测方法标本的取样

不同#如不是同一口痰'$

.

%

a

@

>AB%&[

"

)O(

检测时标本量不

足*标本为唾液等不合格标本(

!"

)

'$

2

%患者感染的分枝杆菌不

是结核分枝杆菌复合群#故
a

@

>AB%&[

"

)O(

检测不出'$

#

%

a

@

>AB%&[

"

)O(

是通过检测
A

@

:[

基因片段核心突变区来诊

断耐利福平结核病#虽然耐利福平分枝杆菌的耐药基因多集中

在
$!H

@

的核心突变区#但在我国不同的地域人群中利福平耐

药菌株的
A

@

:[

基因的突变频率不相同(

!!

)

'

同期经上海市
*Z*

进行菌群鉴定和药敏检测的
/!

例液

体培阳标本中#

$#

例为
%&*

#其中
a

@

>AB%&[

"

)O(

检测出阳

性
+7

例#敏感度为
,,52$6

$

+7

"

$#

%#较
*CDF

M

等(

!.

)

/"5#"6

的

敏感度略低'

,

例
X&%

经
a

@

>AB%&[

"

)O(

检测均为阴性#

a

@

>AB%&[

"

)O(

的特异度为
!""5""6

$

,

"

,

%#与
'>;H

等(

!2

)对

."

例不同的
X&%

进行
a

@

>AB%&[

"

)O(

检测
!""5""6

的特

异度结果一致'

a

@

>AB%&[

"

)O(

技术利用实时荧光定量核酸

检测技术检测结核分枝杆菌的同时检测利福平是否耐药#利福

平作为重要的抗结核药物耐药现象较为严重'本研究
%&*

患者中存在不同程度耐药的比例为
!+5+,6

$

!#

"

$#

%#

+7

例

a

@

>AB%&[

"

)O(

阳性的
%&*

患者使用
a

@

>AB%&[

"

)O(

检测

出耐利福平患者
#

例#与比例法药敏结果完全一致&

,

例
X&%

患者均存在不同程度耐药且至少耐
.

种以上药物'王怡心

等(

!#

)对
+#$

例患者同时进行
a

@

>AB%&[

"

)O(

和比例法利福

平耐药检测#结果显示
a

@

>AB%&[

"

)O(

对利福平耐药性检测

的敏感度为
$+5$!6

$

,/

"

/!

%#特异度为
/75226

$

72!

"

77,

%'

赵永等(

!7

)对
!!/

株结核分枝杆菌进行药敏试验结果显示#

a

@

>AB%&[

"

)O(

对利福平耐药性检测的敏感度为
/,5#,6

$

,,

"

,/

%#特异度为
!""5""6

$

#"

"

#"

%'由于本研究耐药患者较

少#在此不进行
a

@

>AB%&[

"

)O(

检测利福平耐药的敏感度和

特异度分析#

a

@

>AB%&[

"

)O(

对利福平耐药性的分析尤其在

%Z)=&[

患者中的应用分析将成为未来研究的方向'

T'U

强调遏制结核病的主要方法是普及高效和以人为

本的检测诊断技术#而快速检测和可靠的耐药性测试是先决条

件(

!+

)

'虽然
a

@

>AB%&[

"

)O(

检测技术所需设备和检测价格

昂贵#不能区分结核分枝杆菌是否具有生命力#在耐药性检测

方面只能检测利福平而不能检测异烟肼等药物#对耐多药患者

的诊断具有一定局限性'但是#

a

@

>AB%&[

"

)O(

检测技术简

单易学#只需
.C

左右就可自动获得检验结果#整个检测过程

在密闭环境进行#避免了标本的污染和交叉感染'作为较高敏

感度*特异度且直接*可靠的快速检测方法#

a

@

>AB%&[

"

)O(

检测技术已于
."!"

年被
T'U

推荐为诊断结核病的方法之

一#尤其被推荐为耐药性结核病和结核病与艾滋病联合感染的

首选筛查方法'

综上所述#本研究证实
a

@

>AB%&[

"

)O(

检测技术作为一

种新的检测手段#能帮助临床较早发现结核患者及其耐药情

况#进行早期结核病的诊断*治疗和管理#具有较高的临床应用

价值和前景'
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