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两种方法检测结核分枝杆菌的价值分析
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  摘 要:目的 比较FS400显微扫描系统(简称FS400)与荧光显微镜人工阅片(简称人工阅片)在结核病

诊断中的价值,探讨其性能差异。方法 收集133份合格痰标本分别进行涂片和罗氏固体培养,涂片后采用

FS400自 动 识 别 与 人 工 阅 片 同 时 进 行 检 测,以 罗 氏 固 体 培 养 结 果 为 金 标 准,比 较 二 者 的 性 能 差 异。
结果 FS400检测的阳性率为39.8%(53/133),人工阅片检测的阳性率为25.6%(34/133),两者比较差异有统

计学意义(χ2=6.080,P=0.014)。与罗氏固体培养结果相比,FS400检测结核分枝杆菌的灵敏度和特异度分

别为88.4%(38/43)和83.3%(75/90),阳性预测值和阴性预测值分别为71.7%(38/53)和93.8%(75/80);人

工阅片检测结核分枝杆菌的灵敏度和特异度分别为79.1%(34/43)和100.0%(90/90),阳性预测值和阴性预测

值分别为100.0%(34/34)和90.9%(90/99)。结论 FS400检测结核分枝杆菌的阳性率、灵敏度和阴性预测值较

高,自动化程度高,可以推广该技术作为筛查工具;但其特异度较低,阳性结果需要人工阅片复查更为可靠。
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  结核病是由结核分枝杆菌复合群引起的慢性传

染病,是我国的乙类传染病,以炎性渗出、增生和干酪

样坏死为主要病理表现。世界卫生组织发布的报告

指出,结核病是世界上最重要的传染性疾病之一[1]。
结核病主要影响肺部,但也会影响身体的其他部位,
需及早诊断和治疗,大多数可以预防。有关流行病学

调查结果表明,我国约有93万人感染了结核分枝杆

菌[2],特别是肺结核排菌患者将菌排出体外,通过空

气传播,以致他人感染。目前检测结核分枝杆菌最经

济的方法还是传统涂片法,现就痰标本涂片用荧光显

微镜人工阅片(简称人工阅片)和自动扫描仪检测结

果进行比较。
1 资料与方法

1.1 一般资料 收集本院疑似为结核病患者的133
例合格痰标本(脓痰47例,血痰9例,黏液痰77例),
同时进行抗酸杆菌涂片和结核分枝杆菌培养。
1.2 仪器与试剂 宁波舜宇仪器有限公司生产的结

核分枝杆菌FS400显微镜扫描系统(简称FS400)、宁
波舜宇仪器有限公司生产EX30/DMEX30生物荧光

显微镜。珠海贝索金胺O染色液、珠海贝索中性罗氏

培养基、珠海贝索抗酸染色液(萋尼氏法)、N-乙酰-L
半胱氨酸-氢氧化钠(NALC-NaOH)混合溶液(等体

积6%的NaOH溶液和2.9%的柠檬酸钠溶液混合,
每100

 

mL混合溶液加入0.5
 

g
 

NALC粉末溶解),
pH值为6.8的磷酸盐缓冲液。
1.3 方法

1.3.1 结核分枝杆菌涂片 用经高压灭菌的竹签挑

取可疑部分痰液进行涂片,自然干燥后金胺O荧光染

色:(1)标本滴加金胺O染液染色15
 

min,水洗。(2)
3%盐酸乙醇溶液脱色1~2

 

min或至无色,水洗。
(3)加复染剂(0.5%高锰酸钾溶液)复染2~4

 

min,水
洗。(4)干燥后在暗室镜检:首先以10×目镜、20×物

镜进行镜检,发现疑为抗酸杆菌,使用40×物镜确认。
1.3.2 FS400阅片与人工阅片 经金胺O荧光染色

好的133份痰标本涂片用EX30/DMEX30生物荧光

显微镜进行人工阅片,做好记录,人工阅片完毕后再

放至FS400阅片,结果出来后,把两种方法阅片结果

登记并进行比较。
1.3.3 结核分枝杆菌的罗氏固体培养观察过程 在

生物安全柜内将2~5
 

mL痰标本放入离心管;向离心

管内加1~2倍体积的NALC-NaOH混合溶液,涡旋

振震荡后消化15
 

min直至充分液化;向离心管中加

入磷酸盐缓冲液至45
 

mL,拧紧盖子,低温离心机

(8~10
 

℃),3
 

000×g,离心15
 

min;取出离心管,小心
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弃去上清液,加入1
 

mL磷酸盐缓冲液,混匀;把中性

罗氏培养基多余的凝固水弃去,每份标本接种两只培

养基,每支培养基接种0.10~0.15
 

mL(2~3滴),布
满培养基表面。统计所有结果,对培养长菌标本进行

涂片,采用萋尼染色确认培养阳性的结果。
1.3.4 菌株涂片进行萋尼染色 (1)菌膜自然干燥

后固定,滴加石炭酸复红染液盖满玻片,加热至出现

蒸汽后,停止加热,染色
 

5
 

min,染色期间始终保持菌

膜被染液覆盖,水洗沥干。(2)滴加5%盐酸乙醇溶液

脱色1~2
 

min或至无可视红色染液为止,水洗沥干。
(3)滴加亚甲蓝复染30~60

 

s,冲去染液,干燥后

镜检。
1.4 统计学处理 采用SPSS19.0对数据进行分析。
计数资料以百分数表示,组间比较采用χ2 检验;以
P<0.05为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 133例痰标本采用
 

FS400和人工阅片检测的阳

性率比较 133例痰标本
 

FS400扫描出阳性53例,
阳性率为39.8%(53/133),人工阅片检出阳性34例,
阳性率为25.6%

 

(34/133),两者比较差异有统计学

意义(χ2=6.080,P=0.014)。
2.2 FS400和人工阅片检测结果对比 两种方法阅

片,结果的一致率为84.2%(112/133),见表1。
表1  FS400和人工阅片检测结果比较(n)

FS400检测
人工阅片检测

实际条数 + ++ +++ ++++ 阴性 合计

实际条数 1 0 1 0 0 14 16

+ 0 0 2 4 2 5 13

++ 0 0 3 2 2 0 7

+++ 0 0 0 0 8 1 9

++++ 0 0 0 1 7 0 8

阴性 0 0 0 0 0 69 69
 

涂片阴性异常 0 0 0 1 0 10 11
 

合计 1 0 6 8 19 99 133

  注:荧光染色镜检结果分级报告标准如下,阴性,0条/50视野;实
际条数,(1~9)条/50视野;+,(10~49)条/50视野;++,(1~9)条/
视野;+++,(10~99)条/视野;++++,≥100条/视野。

2.3 两种方法检测结果不一致者与罗氏固体培养结

果的分析 FS400扫描阳性而人工阅片阴性的结果

中,罗氏固体培养结果阳性5例;FS400扫描阴性而

人工阅片阳性1例,且罗氏固体培养结果为阳性。
2.4 罗氏固体培养与 FS400、人工阅片结果的比

较 以罗氏固体培养结果为金标准,FS400检测结核

分枝杆菌的灵敏度和特异度分别为88.4%(38/43)和
83.3%(75/90),阳性预测值和阴性预测值分别为

71.7%(38/53)和93.8%(75/80);人工阅片检测结核

分枝杆菌的灵敏度和特异度分别为79.1%(34/43)和
100.0%(90/90),阳性预测值和阴性预测值分别为

100.0%(34/34)和
 

90.9%(90/99)。

3 讨  论

  结核分枝杆菌的检测工具有很多,但使用最广泛

的是痰涂片镜检,在低收入和中等收入国家,使用传

统光学显微镜进行痰涂片镜检是诊断肺结核的主要

方法[3],为保证显微镜检查的质量,结核病实验室检

验规程规定:每天一名镜检人员的涂片阅读量不应超

过25张[4],阅片量远远满足不了临床的需求与日益

增加的标本量。人们已经尝试采用从显微镜下的痰

涂片图像中识别结核杆菌[5],自动阅片扫描仪的使用

对我国控制和及时治疗结核病提供了很大的帮助。
快速检测结核病对我国控制及治疗结核病至关重要。
结核病病原体结核分枝杆菌的检测技术的不断改革:
从萋尼染色到金胺 O染色法,提高了阳性率和特异

度[6]。本研究结果显示,FS400阅片阳性率(39.8%)
高于人工阅片阳性率,李强等[7]研究结果显示,扫描

仪阳性 率(32.1%)略 高 于 传 统 荧 光 显 微 镜 检 查
(31.9%),检测效能较高,在工作量大的实验室、特别

是人员缺乏的实验室,扫描检测技术可以作为传统检

查的替代工具。金胺 O荧光染色法是一种高效率的

检查方法,但容易受到其他荧光染色物质干扰,FS400
荧光染色的不足为将非抗酸杆菌也判读阳性,本研究

中FS400实际条数阳性总数为16份标本,人工阅片

有14份阴性,占比87.5%(14/16)。抗酸杆菌分离培

养是结核病诊断的金标准,因此,抗酸杆菌的培养对

结核病早期发现和早期治疗控制起到非常重要作

用[8],且培养阳性率较涂片高。两种阅片方法阴阳性

不一致者与培养阳性结果中FS400符合率[83.3%
(5/6)]更高,抗酸涂片镜检对菌量要求高,灵敏度低,
要求菌量达(5~10)×103/mL才能检出,因此涂片镜

检阳性检出率仅30%
 

左右[9],FS400灵敏度和阴性

预测值较人工阅片高,基于以上统计数据,FS400可

以作为筛查工具。
影响扫描仪结果的因素为涂片质量,涂片过厚或

过薄,FS400提示涂片阴性异常,无法判读结果。染

色时间较短,荧光无法上色会出现判读阴性;染色时

间过长,杂质也会染上荧光,仪器也会判读阳性。脱

色时间要够,冲洗一定要干净,否则仪器会判读阳性。
实验室操作人员应加强培训,保证涂片质量的可靠。
临床留取标本是检验结果可靠的前提[10],文献报道,
高质量痰标本涂片检查的阳性率可达62%[11],不合

格痰标本(唾液)的阳性率仅为1%[12]。只有合格标

本才能得到正确的检验结果。
金胺O荧光染色法在低倍镜下可观察菌体呈亮

绿色,背景黑暗,具有清晰的形态特征,不容易出现漏

检情况,使镜检效率显著提高,杂质在荧光显微镜蓝

色激发后,可产生亮绿色荧光,与抗酸杆菌相似,容易

与之混淆[13],钟丽云[14]及樊晓东等[15]研究显示,金胺
 

O
 

荧光染色法不容易出现漏检情况,使镜检效率显著

提高,可作为诊断结核病的有效手段。
在结核病诊断中使用FS400能够获得更高的灵

敏度。人工阅片时如果在低倍镜下见形似抗酸杆菌,
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尤其是少量分布的形似抗酸杆菌,可调至高倍镜,或
者由经验丰富的镜检人员确认。FS400阳性和异常

结果必须经过人工阅片才更为可靠,FS400减轻了工

作人员负担,提高了工作效率,但不能完全替代传统

显微镜人工阅片。近年来,医院患者不断增多,结核

实验室工作量大幅上升,实验室空间和工作人员数量

日显紧张,尽管人工阅片更可靠,但人工阅片的速度

较慢,王前等[16]研究也证明自动阅片技术诊断病原学

阳性肺结核的灵敏度高于人工阅片,可用于患者抗酸

杆菌的筛查。FS400说明书强调需要注意扫描仪结

果不做最终临床诊断依据,用户根据实际扫描图像进

行人工判读,从而确定被检标本的最终结果,以防止

假阴性而出现漏检。本研究中FS400阴性而人工阅

片阳性标本1例,说明FS400出现假阴性结果,因此,
扫描检测技术需要做进一步改善以便更能满足临床

需求。但FS400检测结核分枝杆菌的灵敏度和特异

度较高,自动化程度高,值得推广应用。
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