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评价显微镜观察药物敏感性技术"

"?S=

%快速检测肺泡灌洗液中结核分枝杆菌对菌阴肺

结核的临床诊断价值&方法
!

采集
'+&(

年
&

月
&

日至
'+&,

年
&'

月
(&

日该院就诊的菌阴肺结核和其他肺部

疾病患者的肺泡灌洗液样本!应用
"?S=

技术进行结核分枝杆菌检测!与传统罗氏培养法'抗酸染色涂片法结

果进行比较&结果
!

"?S=

法中位培养天数为(

&&)+

"

@)C

!

&A)C

%)

3

#如以罗氏培养法为判别标准!则
"?S=

检

测肺泡灌洗液中结核分枝杆菌的特异度为
,C)+Z

'灵敏度为
A()(Z

'阳性预测值"

008

%为
C*)(Z

'阴性预测值

"

-08

%为
AA),Z

'正确性为
@&)&Z

&结论
!

"?S=

技术检测肺泡灌洗液中结核分枝杆菌具有快速'灵敏'简便

等优点!可作为菌阴肺结核细菌学快速检测的新方法之一&

关键词"结核分枝杆菌#
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肺泡灌洗液#

!

显微镜观察药物敏感性技术

中图法分类号"

>C,(

文献标志码"

E

文章编号"

&,@'9B*CC

"

'+&A

%

'(9(C&'9+(

R?78@76+:-:;B+>A:,>:

J

+>:F,5A?76+:-<A@

=

,@,>5

J

6+F+8+6

9

7,,7

9

+-<565>6+:-:;4

9

>:F7>65A+@B

6@F5A>@8:,+,+-<+7

=

-:,+,:;

J

@8B:-7A

9

6@F5A>@8:,+,I+6D-5

=

76+?5,

J

@6@B

C34;0/0'

#

!"#$%./0

#

=",C7)

*

#

@,S')

*

#

C#$41)/;)

*

#

."K$%./0/;)

*

$

67

8

19:(7):;

<

Q7F

8

'91:;9

B

#

./1)

*

/1'.7I7):/D7;

8

>7EF";F

8

':1>

#

./1)

*

/1''++&(@

#

=/')1

&

EF,6A7>6

!

"F

*

5>6+?5

!

FG#H%I1%$#L:<KG;<G

P

:<G2;#KH%$:G53K1

7

;1;<#

P

$:2:I:$

M

$

"?S=

&

6GK$#;$:5

7

G6L

M

<G9

2%<$#K:1L$12#K<1IG;:;2KG<JG9%IH#GI%KI%H%

7

#6I1:3:53:%

7

5G;:;G6

P

1ILG5%K

M

$12#K<1IG;:;O:$J5#

7

%$:H#;

P

19

$1L)456D:<,

!

"

M

<G2%<$#K:1L$12#K<1IG;:;:5&C+2KG<JG9%IH#GI%KI%H%

7

#6I1:3;%L

P

I#;<GII#<$#36KGL$12#K9

<1IG;:;

$

F̂

&

P

%$:#5$;G6$J#=J%5

7

J%:=#H#5$J0#G

P

I#c;bG;

P

:$%I:5R%51%K

M

&

#

'+&($GS#<#L2#K(&

#

'+&,O#K#

3#$#<$#33:K#<$I

M

2

M

"?S=

#

<GL

P

%K:5

7

$G$J#K#;1I$;O:$JQGO#5;$#:59R#5;#5

$

Q9R

&

L#$JG3%53f:#JI9-##I;#5

$

f9-

&

L#$JG3)G5,@86,

!

^

M

$J#"?S=

#

L#3:%5<1I$1K#

P

#K:G3O#K#&&3%

M

;

$

@)C

#

&A)C

&

)FJ#$#;$K#;1I$;G6

;

P

1$1L;%L

P

I#2

M

"?S=O#K#J:

7

JI

M

<G5<GK3%5<#K%$#O:$J$J#K#;1I$;G6Q9R)/6$J#K#;1I$;G6Q9RO%;$J#

7

GI3#5;$%53%K3

#

$J#;#5;:$:H:$

M

#

;

P

#<:6:<:$

M

#

P

G;:$:H#

P

K#3:<$:H#H%I1#

$

008

&#

5#

7

%$:H#

P

K#3:<$:H#H%I1#

$

-08

&

%53%<<1K%<

M

O#K#A()(Z

#

,C)+Z

#

C*)(Z

#

AA),Z%53@&)&Z

#

K#;

P

#<$:H#I

M

)C:->8@,+:-

!

"?S=%;;%

M

<G1I3

2#1;#36GKK%

P

:33#$#<$:G5G6

P

1ILG5%K

M

$12#K<1IG;:;O:$J5#

7

%$:H#;

P

1$1L

#

OJ:<J:;%5#OL#$JG3O:$JK%

P

9

:3

#

;:L

P

I#

#

:5#T

P

#5;:H#%53G$J#K%3H%5$%

7

#;)

H5

9

I:A<,

!

"

M

<G2%<$#K:1L$12#K<1IG;:;

%

!

2KG<JG9%IH#GI%KI%H%

7

#6I1:3

%

!

L:<KG;<G

P

:<G2;#KH%$:G53K1

7

;1;<#

P

$:2:I:$

M

%;;%

M

!!

结核病是危害人类健康重大传染病之一(在我

国#菌阴肺结核患者数占活动性肺结核患者总数的

@()CZ

#如何提高这类患者的病原学检出率#并有效)

快速地作出早期诊断#对肺结核的诊治)防控具有十

分重要的作用,

&

-

(支气管肺泡灌洗液$

ÊQ̀

&是利用

支气管镜对相应病变部位的肺段或亚段灌注一定量

的无菌生理盐水后回吸采集的肺泡表面衬液(对不

容易留取或干咳无痰的患者进行经支气管镜肺泡灌

洗术#更接近病灶采集样本#可以有效提高病原体检

出率(显微镜观察药物敏感性检测技术$

"?S=

&是

近年来报道的一种新的结核分枝杆菌检测技术#具备

快速)简便)灵敏)价廉等优点,

'9(

-

(本研究将
"?S=

应用于菌阴肺结核患者肺泡灌洗液中结核分枝杆菌

$

"F̂

&的检测#将其与肺泡灌洗液罗氏培养法)抗酸

染色涂片法的结果进行对比#并对其在菌阴肺结核中

的临床诊断价值初步进行评价(现将结果报道如下(

$
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资料与方法
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!

一般资料
!

收集
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年
&

月
&

日至
'+&,

年
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月
(&

日本院结核科门诊就诊的
B+

例菌阴肺结核患

者的肺泡灌洗液标本#以及
,+

例呼吸科住院的非肺

结核肺部疾病$包括慢性支气管炎)肺炎)支气管扩

张)肺癌等&患者的肺泡灌洗液标本(其中菌阴肺结

核诊断标准参照/肺结核诊断和治疗指南0

,

*

-执行(

$)/

!

试剂与仪器
!

对硝基苯甲酸$

0-̂

&购自
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7

L%

公司(其储存液的制备方法!将
0-̂

纯药粉溶解在

+)&LGI

"

Q

氢氧化钠中#再取
+)&LGI

"

Q

盐酸溶液调
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b

至
,)C

%加无菌蒸馏水制成
CL

7

"

LQ

储存液#然后

将上述配置好的储存液用无菌滤膜过滤)分装#

['+k

保存(应用时取出#常温下溶解#倍比稀释#配

置成
'

倍于终浓度为
A++

+

7

"

LQ

$即浓度为
&,++

+

7

"

LQ

&的工作液(液体培养基的干粉为
":33I#2KGGW

@bB

$购自美国
S:6:<G

公司&#营养添加剂
?ES!

$购

自
#̂<$G5S:<W:5;G5

公司&(配置含
&+Z

营养添加剂

的
":33I#2KGGW@bB

液体培养基为应用液(具体配

置方法按文献,

'

-进行(罗氏培养基和鉴定培养基按

/结核病诊断实验室检验规程0制备,

C

-

(

"F̂

标准菌

株$

b(@>H

#

EF!!'C&@@

&购自国家菌种保藏中心(

所用仪器包括倒置显微镜$

aS=9&̂

重庆光电仪器有

限公司&和
'*

孔细胞培养板$

F00

#瑞士进口&(

$)'

!

方法
!

患者的
ÊQ̀

标本采集方法如下!根据

患者的胸部
!F

资料#选择支气管肺段病变部位作为

灌洗的位置#然后将
&+

"

'CLQ

生理盐水通过支气管

镜灌入支气管肺段的相应部位%然后通过负压$压力

为
'C

"

&++LL b

7

&吸引
ÊQ̀

至瓶中(此操作可

以重复灌洗
'

"

(

次#收集
ÊQ̀

为
&C

"

'+LQ

左右(

$)')$

!
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培养法
!

将
&C+

例患者肺泡灌洗液化

去污染处理$方法参见文献,

C

-&后的沉淀#用液体培

养基洗涤
'

遍#用
, LQ

液体培养基重悬(运用

"?S=

技术进行检测并同步将其接种至罗氏培养基

进行培养和鉴定(操作如下!每块
'*

孔细胞培养板

做
&&

份肺泡灌洗液样本#每块作为检测的
'*

孔细胞

培养板共设置
&&

个检测孔)

&&

个鉴别孔及
'

个阴性

对照孔(首先将
+)*LQ

无菌的液体培养基分别加入

到
&&

个检测孔)在
&&

个鉴别孔内分别加入
+)*LQ

配制
0-̂

工作液%在
'

个阴性对照孔中加入
+)*LQ

的无菌液体培养基和
+)*LQ

无菌生理盐水#然后将

+)*LQ

肺泡灌洗液样本沉淀悬浊液分别加入到检测

孔和鉴别孔内#混匀用胶带密封#放置密封的塑料袋

内#然后将密封好的细胞培养板置入
(@k

孵箱内进

行培养(从放入孵箱后的第
(

天起用倒置显微镜进

行观察$

i&+

目镜#

i*+

物镜&#每天观察
&

次#第
&C

天后每周观察
'

次#至第
*+

天结束(若在检测孔内

观察到呈索状结构生长的细菌#含
0-̂

鉴别孔无细

菌生长#则说明该样本中有
"F̂

生长%若检测孔及含

0-̂

鉴别孔内均观察到呈索状结构生长的细菌#则说

明样本中有非
"F̂

生长%若鉴别孔及检测孔内均未

观察到呈索状结构生长的细菌#则分别从检测孔及鉴

别孔中吸取少量标本液#进行抗酸染色涂片镜检#如

抗酸染色涂片结果为阳性#可判断该样本为无索状结

构的非
"F̂

%如抗酸染色涂片结果为阴性#则可判断

该样本中无分枝杆菌生长%如阴性对照孔出现细菌生

长#判断为污染(每批样本检测以
b(@>H

为质控株

$具体方法参见文献,

,

-&(

$)')/

!

罗氏培养和鉴定
!

取经前处理后肺泡灌洗液

标本
+)&LQ

无菌接种于罗氏培养基斜面上#将每份

标本同时接种在
'

支罗氏培养基)

&

支含
0-̂

罗氏培

养基$

0-̂

药物浓度为
C++L

7

"

LQ

&及
&

支含噻吩
9'9

羧酸肼$

F!b

&罗氏培养基$

F!b

药物浓度为
CL

7

"

LQ

&上#放
(@k

温箱孵育#具体方法操作参照/结核

病诊断实验室检验规程0

,

C

-执行(

$)')'

!

涂片抗酸染色
!

用接种环挑取肺泡灌洗液

+)&LQ

#于玻片正面右侧
'

"

(

中央处均匀涂抹成

&+LLi'+LL

左右椭圆形灌洗液膜#将灌洗液膜静

置自然干燥后进行抗酸染色#具体方法操作参照/结

核病诊断实验室检验规程0

,

C

-执行(

$)1

!

统计学处理
!

采用
=0==&@)+

软件对数据进行

处理(偏态分布的计量资料以中位数和四分位数间

距,

G

$

D

'C

#

D

@C

&-表示#组间比较采用秩和检验(计数

资料以百分数表示#组间比较采用
!

' 检验或
:̀;J#Kc;

确切概率法(以
D

$

+)+C

为差异有统计学意义(

/

!

结
!!

果

/)$

!

"?S=

与罗氏培养法所需时间比较
!

应用

"?S=

对
&C+

例患者肺泡灌洗标本中
"F̂

进行检

测#阳性检出时间为
C

"

'A3

#中位时间为,

&&)+

$

@)C

#

&A)C

&-

3

#而罗氏培养法检测时间为
&'

"

*A3

#中位时

间为,

'+)+

$

&*)B

"

(*)B

&-

3

#

"?S=

检测时间短于罗

氏培养法#差异有统计学意义$

D

$

+)+C

&(

图
&

!!

"F̂

特征性索状结构#

i*+

物镜%

/)/

!

(

种方法检测结果比较
!

在
B+

例临床确诊为菌

阴肺结核患者的肺泡灌洗液样本中#抗酸染色涂片

法)罗氏培养法及
"?S=

检测的
"F̂

阳性分别为
'+

例$

'')'Z

&)

(+

例$

(()(Z

&和
*,

例$

C&)&Z

&#阳性率

比较差异有统计学意义$

!

'

]&,),A

#

D

$

+)++&

&(

,+

例非结核的肺部疾病患者肺泡灌洗液样本检测的假

阳性结果分别为
'

例$

()(Z

&)

'

例$

()(Z

&和
&

例

$

&)@Z

&#假阳性率比较差异无统计学意义$

!

'

]

+)C*

#

D

%

+)+C

&(

B+

例临床确诊为菌阴肺结核患者

肺泡灌洗液样本的检测结果表明#

"?S=

与传统罗氏

培养法结果符合率为
@&)&Z

#如以罗氏培养法为判断

标准#则
"?S=

检测
"F̂

的灵敏度为
A()(Z

$

'C

"

(+

&)特异性
,CZ

$

(B

"

,+

&)阳性预测值$
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&

C*)(Z

$

'C

"

*,

&)阴性预测值$
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&

AA),Z

$

(B

"
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&)正确性

为
@&)&Z

$

,*

"

B+
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与罗氏培养法结果进行比

较#差异有统计学意义$

!
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],)C'

#

D

$
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&(

"F̂

'

(&C(

'

检验医学与临床
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在液体培养基中生长所呈现的特征性索状结构见

图
&

(

'

!

讨
!!

论

!!

菌阴肺结核是指
(

次痰涂片和
&

次痰培养检查

"F̂

均为阴性的肺结核患者(在我国肺结核患者

中#有
C+Z

"

@+Z

的患者为菌阴肺结核(由于菌阴肺

结核患者痰里面找不到
"F̂

#因此它的诊断缺乏*金

标准+#给诊断带来困难#临床上很容易发生漏诊)误

诊)漏治)误治)甚至过治#这样不仅给患者增加了经

济)心理负担#也给社会带来一定负担和危害(因此#

如何对菌阴肺结核进行快速)准确地诊断#一直是临

床急需解决难题之一(实际上#结核病患者#甚至无

临床表现的结核潜伏感染者体内都应存在
"F̂

(这

是结核病发病首要及必须的条件(就细菌学而言#不

存在所谓的*菌阴+肺结核#只是限于采用常规方法未

能从痰标本检出分枝杆菌而已(因此#菌阴肺结核不

是一个固定的概念#它受检测技术灵敏度)特异度的

限定(为此#寻找快速)敏感)特异)准确的结核病细

菌学诊断新技术#对菌阴肺结核的诊治将具有十分重

要的意义(

'+++

年#有研究者建立了一种结核病细菌

学诊断新技术...

"?S=

#通过倒置显微镜对
"F̂

的特征性索状结构进行观测#来确定是否有
"F̂

生

长,

(

-

(该技术具有快速)简便)价廉等特点(随后#有

研究将其用于结核病的快速诊断#显示出良好的应用

前景,

@9B

-

(

本研究通过应用
"?S=

检测肺泡灌洗液中

"F̂

#探讨其对菌阴肺结核的诊断价值#国内外相关

文献较少(本研究选择肺泡灌洗液样本主要原因有!

$

&

&

ÊQ̀

是通过支气管镜将无菌生理盐水灌注至病

变部位直接获取#这样不但能获取较大数量细菌#而

且一定程度上避免了口咽部细菌对标本的污染%$

'

&

对于支气管镜不能到达的远端病灶#

ÊQ̀

可根据影

像学提示的病灶位置#通过支气管镜灌注生理盐水后

的冲洗作用#在一定程度上引出远端病灶结核杆菌#

这样增加样本
"F̂

的获得概率%$

(

&通过支气管镜检

查的激发)冲洗作用#可疏通)引流病灶的支气管#从

而提高样本
"F̂

的获得概率(本研究纳入的所有菌

阴肺结核组患者的诊断标准均严格参照
'++&

年中华

医学会结核病学分会制定的菌阴肺结核的诊断标准

执行#具有较高的可信度和可比性,

*

-

(笔者将两组患

者肺泡灌洗液进行
"?S=

检测的同时#还将其与传

统的抗酸染色涂片法和罗氏培养法的检测结果进行

了比较#研究结果表明
"?S=

检测肺泡灌洗液中

"F̂

的阳性检出率显著高于涂片法和罗氏培养法

$

D

$

+)+C

&#罗氏培养法是目前公认简便的结核病诊

断的*金标准+#如以它为判断标准#

"?S=

法具有较

高的灵敏度$

A()(Z

&#但总体的阳性检出率)检测时

间中位数)特异度与
4EQU=/"̂ /

等,

B

-报道的数据

相比偏低#可能与选用的肺泡灌洗液样本多数来自治

疗后的菌阴肺结核患者有关#其服药后肺泡灌洗液中

可能有大量死菌存在#或者细菌活力较低(

综上所述#将
"?S=

用于肺泡灌洗液样本中

"F̂

的检测#只需支气管镜)孵箱及显微镜就能进行

检测#操作简便)检测成本低廉,

&+

-

#可以满足临床对

"F̂

快速检测的需求#加上本法检测的是活菌#因此

可作为菌阴肺结核细菌学快速检测的新方法之一#具

有良好应用前景(
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