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目的 评价实时荧光核酸恒温扩增检测 %
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RP=

&技术在继发

性肺结核患者中的临床应用价值(方法 收集
/%$K

年
$

月至
/%$L

年
(

月在黑龙江省传染病防治院结核内科住院

的
$%')

例临床诊断为继发性肺结核患者的晨痰样本#同时使用痰抗酸杆菌显微镜检查'分枝杆菌液体培养及
RP=

法
'

种技术进行检测(采用
"

/检验比较各方法间的阳性检出率#以
$

"

%&%L

为差异有统计学意义)用
[/

JJ

/

检验

比较
RP=

与其他检测技术间的一致性(结果
RP=

'痰涂片'液体培养
'

种检测方法的阳性检出率分别为

LL&%/N

%

LM%

"

$%')

&#

KM&'%N

%

K(%

"

$%')

&和
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RP=

法阳性检出率较涂片'液体培养分别高

M&M/N

%
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"

$%')

&'

K&)'N

%

KH
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&#差异有统计学意义%

"

/值分别为
'/&L%L

'

$'&KM%

#

$

值均
"

%&%L

&(

RP=

与涂

片'培养方法比较
4

值分别为
%&)'

'

%&)H

(结论
RP=

法较痰涂片和液体培养的阳性检出率高#与痰涂片和液体

培养比较具有较高一致性#有助于快速筛查及诊治继发性肺结核(

!关键词"

!

结核#肺"继发性)

!

核酸扩增技术)

!

核酸探针)

!

实验室技术和方法)

!

对比研究
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结核病的传染源主要是痰涂片阳性患者#传染

性的大小取决于痰内菌量的多少(直接涂片法查出

结核分枝杆菌者属于大量排菌#直接涂片法检查阴

性而仅培养出结核分枝杆菌者属于微量排菌,

$

-

(目

前#我国菌阴肺结核患者占所有肺结核患者的
)%N

$

M%N

,

/

-

#具有潜在的传染风险#应用敏感度'特异度'

准确度较高的检测方法#能提高其阳性检出率#在快

速诊治及发现传染源方面起到辅助作用(

结核病的诊断方法目前主要包括痰涂片镜检'

培养法'免疫学'分子诊断技术,

'.K

-

(传统的结核病

实验室诊断方法中#涂片显微镜检查敏感度较低#虽

然固体培养具有较高的敏感度#但是获得实验结果

至少需要
'

$

H

周#耗时较长(随着分子生物学技术

的发展#近年来涌现出许多可用于
>=U

快速诊断

$
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中国防痨杂志
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及鉴定的方法,
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(在国外已将转录介导的扩增技术
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&作为

结核病临床诊断的常规检查方法(实时荧光核酸恒

温扩增检测 %
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RP=

&技术是
=>P

的同类技术#已有研究人

员将其应用于结核分枝杆菌的检测,

).M

-

#但其检测效

果尚无定论#有必要对其在临床应用中做进一步的

研究与验证(本研究对同一患者标本采用痰抗酸杆

菌显微镜检查'分枝杆菌液体培养及
RP=

法
'

种技

术同时进行检测#分别以痰涂片和液体培养为金标

准#评价
RP=

技术在继发性肺结核快速诊断中的临

床应用价值(

资料和方法

一'患者来源

本研究为对黑龙江省传染病防治院临床检查实

验室现有检查结果的回顾性分析(以
/%$K

年
$

月

至
/%$L

年
(

月在黑龙江省传染病防治院结核内科

住院且依据2肺结核诊断标准%

R̀/HH./%%H

&3

,

H

-确

诊'依据2

/%%K

年中华人民共和国结核病分类标

准3

,

(

-分类的继发性肺结核患者的晨痰样本为研究

对象(对收集到的晨痰样本同时采用痰抗酸杆菌显

微镜检查'分枝杆菌液体培养及
RP=

法
'

种技术进

行检测(研究期间结核内科共确诊继发性肺结核患

者
$%')

例#其中男
))H

例%

)K&KHN

&#女
')H

例

%

'L&L/N

&#年龄为
$%

$

HL

岁#年龄中位数为
K/

%

')

#

L/

&岁(所有患者均采集到合格痰样本并纳入

研究(因本研究对象为去患者标识的痰样本#不涉

及伦理学要求范畴(

二'主要试剂与仪器

痰抗酸杆菌显微镜检查采用荧光染色显微镜检

查法#金胺/

O

0染色液购自珠海贝索生物技术有限

公司)分枝杆菌液体培养采用
UPI=0I

=>

>YW=

=>

()%

操作系统#由美国
UG

公司提供)

RP=

技术采用

结核分枝杆菌%

=U

&核酸检测试剂盒%

V<P

恒温扩

增&#由上海仁度生物科技有限公司提供)全自动实

时荧光定量核酸扩增仪%

>a'%%LZ

&为美国安捷伦

科技公司生产(

三'方法

%一&痰抗酸杆菌显微镜检查'分枝杆菌液体

培养

遵照2结核病实验室检验规程3

,

$%

-中的标准化

操作程序执行#并且该两项检测方法室间质量评价

和室内质量控制合格(

%二&

RP=

技术方法

$+RP=

技术原理!

RP=

使用莫洛尼鼠白血病

病毒逆转录酶%

>.>FS.V=

&'

=MV<P

多聚酶和优

化探针技术来同时实现(反转录酶用于产生靶标核

酸%

V<P

&的一个
G<P

拷贝#

=MV<P

多聚酶从

G<P

拷贝上产生多个
V<P

拷贝#带有荧光标记的

优化探针和这些
V<P

拷贝特异结合#从而产生荧

光#该荧光信号可由检测仪器捕获(

/+RP=

检测方法!严格按照试剂盒说明书标准

操作程序操作(取
$&L13

痰液加入至
$

$

/

倍体积

的
<2OX

%

KN

&#充分液化后#离心用
=U

稀释液重

悬#与阳性对照'阴性对照'临界弱阳性对照分别取

L%

#

3

进行超声处理(取
/

#

3

处理物加入
'%

#

3

扩增

检测液%按照
'%

#

3

反应液和
/

#

3

检测液配制&#

)%c$%1#-

#

K/cL1#-

#随后加入
$%

#

3RP=

酶

液#转置荧光检测仪#进行
K/c

恒温扩增检测操作(

结果判定检测时间%

!?8?78#"-8#1?

#

!8

&值
&

'L1#-

为阳性

四'统计学分析

记录每例患者痰样本的涂片'液体培养与
RP=

法的结果(使用
RZRR$(&%

软件建立数据库并进行

统计学处理和分析(采用
"

/检验比较痰涂片'液体

培养与
RP=

法的阳性检出率#以
$

"

%&%L

为差异

有统计学意义)采用秩和检验分析以液体培养为金

标准时的
RP=

检验结果的敏感度'特异度的变化趋

势是否具有统计学意义)

RP=

与金标准%痰涂片或

液体培养&检测方法进行一致性检验%

[/

JJ

/

检

验&#

4

&

%&K%

时#表明一致性较差)

%&K%

"

4

&

%&)%

时#表明为中度一致)

%&)%

"

4

&

%&H%

时#表明有较

高的一致性)

4

'

%&H%

认为两者一致性极好(

结
!!

果

在
$%')

例患者痰样本中#痰涂片阳性
K(%

例#

培养阳性
L//

例,培养阳性的时间为%

/H&'Mk(&LH

&

!

-#

RP=

阳性
LM%

例(涂片'培养及
RP=

的阳性检出

率分别为
KM&'%N

%

K(%

"

$%')

&'

L%&'(N

%

L//

"

$%')

&'

LL&%/N

%

LM%

"

$%')

&%表
$

&(

RP=

与涂片总符合率为
H$&KMN

%

HKK

"

$%')

&)

RP=

与液体培养的总符合率为
HK&$MN

%

HM/

"

$%')

&(

以液体培养为金标准
RP=

法的敏感度为
HH&H(N

%

K)K

"

L//

&#其中涂片%

e

&培养%

e

&'涂片%

d

&培养

%

e

&'涂片%

e

&培养%

d

&'涂片%

d

&培养%

d

&患者中

敏感度分别为
('&(/N

%

'H)

"

K$$

&'

M%&/MN

%

MH

"

$$$

&'

)%&M)

%

KH

"

M(

&'

$'&''N

%

LH

"

K'L

&)以液体培养为金

$

''M

$

中国防痨杂志
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期
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标准
RP=

法的特异度为
M(&'HN

%

K%H

"

L$K

&)其中

在涂片%

d

&培养%

d

&'涂片%

e

&培养%

d

&'涂片%

d

&

培养%

e

&'涂片%

e

&培养%

e

&的患者中特异度分别

为
H)&)MN

%

'MM

"

K'L

&'

'(&/KN

%

'$

"

M(

&'

/(&M'N

%

''

"

$$$

&'

)&%HN

%

/L

"

K$$

&#敏感度随痰菌量增加而

升高#特异度随痰菌量增加而降低%

2id/'&)'L

#

$

"

%&%L

&(采用配对资料
"

/ 检验对
RP=

法与痰

涂片'培养进行比较#

"

/值分别为
'/&L%L

'

$'&KM%

#

$

值均
"

%&%L

#差异有统计学意义(

RP=

法与痰涂

片'培养检测方法的结果进行一致性检验的
[/

JJ

/

值分别为
%&)'

'

%&)H

%表
/

&(

讨
!!

论

本研究结果显示
'

种方法中#

RP=

法简单快

速#具有较高的敏感度(以液体培养为金标准时#

RP=

的敏感度为
HH&H(N

%

K)K

"

L//

&#敏感度随痰菌

量增加而升高#在涂片%

e

&培养%

e

&患者中敏感度

达
('&(/N

%

'H)

"

K$$

&#与文献,

$$

-报道相似)在菌

阴继发性肺结核中仍有
$'&''N

%

LH

"

K'L

&的阳性检

出率#与文献报道在初诊患者涂片阴性标本采用

RP=

法的阳性检出率为
$%N

左右的结果相符,

$/

-

(

这说明
RP=

法可提高涂阴患者的阳性检出率#减少

漏诊#对于临床诊断肺结核具有重要的意义(

以液体培养为金标准时#

RP=

法的特异度为

M(&'HN

%

K%H

"

L$K

&#特异度随痰菌量的升高而降低(

由于部分继发性肺结核患者间断排菌#使
RP=

法的

特异度受到不同程度的影响#阴性结果排除结核感

染的能力下降(

痰涂片'培养及
RP=

法的阳性检出率依次升

高#

RP=

法较痰涂片和培养的阳性检出率分别高

M&M/N

%

H%

"

$%')

&'

K&)'N

%

KH

"

$%')

&(

RP=

与痰涂

片'培养检测方法的结果进行一致性检验的
[/

JJ

/

值分别为
%&)'

'

%&)H

(说明
RP=

法与涂片'培养法

比较具有较高的一致性#同时
RP=

法较传统金标准

检测技术的阳性检出率高#有助于早期快速发现传

染源'及时诊治继发性肺结核患者(

在涂片%

e

&培养%

d

&的
M(

例患者中#

RP=

%

e

&

KH

例#占
)%&M)N

%

KH

"

M(

&(有数据表明痰标本中菌

量少的情况下#痰涂片较培养的阳性检出率略高#原

因是痰涂片是浓集法且可反复多次检查#而痰培养

的前处理会对菌体的活力及数量有减损#从而导致

涂片%

e

&培养%

d

&现象的发生(

有资料表明非结核分枝杆菌%

<=>

&和结核分

枝杆菌复合群%

>=I

&在形态'临床表现及
T

线特征

具有极高的相似性#但由于二者的临床治疗方案有

很大差别#大部分
<=>

对抗结核药物具有耐药性#

因此错误的诊断往往会延误治疗,

$'.$K

-

(本研究中

痰涂片%

e

&痰培养%

d

&

RP=

%

d

&的
'$

例患者中#证

实
<=>

病
K

例#提示多次涂片%

e

&而且阳性级别

/

e

0以上但
RP=

%

d

&的结果#高度可疑
<=>

感

染#建议采用分子生物学方法进行分枝杆菌菌种鉴

定#以正确区分
<=>

与
>=U

#避免误诊)对于早期

诊断与精准治疗具有重要意义(

本研究中涂片%

e

&培养%

e

&

RP=

%

d

&的患者

/L

例#占
)&%HN

%

/L

"

K$$

&#而且本组患者的培养阳

性时间为%

/H&'Mk(&LH

&

!

#普遍较长(多数为经过

反复治疗#菌体活力下降#培养时复苏时间长(在进

行
RP=

法检测时#初始模板少#扩增效率低#扩增曲

线不规则易判为阴性)另外也不排除存在未知核酸

扩增抑制物的可能(以上两种情况与文献报道一

致,

$L

-

#因此建议临床发现此类情况应及时与实验室

人员联系复检#如果是由于核酸扩增抑制物的原因#

表
@

!

$%')

例继发性肺结核患者痰涂片'液体培养和
RP=

技术检测结果%例数&

RP=

培养阳性 培养阴性

涂片阳性 涂片阴性 小计 涂片阳性 涂片阴性 小计
合计

阳性
'H) MH K)K KH LH $%) LM%

阴性
/L '' LH '$ 'MM K%H K))

合计
K$$ $$$ L// M( K'L L$K $%')

表
A

!

RP=

法分别以痰涂片'液体培养为金标准比较所得出的敏感度和特异度等统计学指标结果

金标准 敏感度 特异度 准确度 阳性预测值 阴性预测值
[/

JJ

/

值

痰涂片
HH&LM

%

K'K

"

K(%

&

ML&%(

%

K$%

"

LK)

&

H$&KM

%

HKK

"

$%')

&

M)&$K

%

K'K

"

LM%

&

HM&(H

%

K$%

"

K))

&

%&)'

液体培养
HH&H(

%

K)K

"

L//

&

M(&'H

%

K%H

"

L$K

&

HK&$M

%

HM/

"

$%')

&

H$&K%

%

K)K

"

LM%

&

HM&LL

%

K%H

"

K))

&

%&)H

注 表中括号外数值为百分率%

N

&#括号内分子与分母数值依据表
$

数据按照各指标公式计算后得出

$

K'M

$

中国防痨杂志
/%$)

年
(

月第
'H

卷第
(

期
!

I5#-QP-8#8A9?:7

#

R?

D

8?19?:/%$)

#

S"3&'H

#

<"+(



经标本
$%

倍稀释后检测#去除干扰后会得到标准的

扩增曲线#对避免漏检意义重大(

为了最大程度地降低误差#提高各检查方法结

果的一致率#本研究统一采用阳性检出率最高的晨

痰样本作为检测标本(但在日常临床工作中难以做

到一份痰样同时进行多个项目的检测%包括传统细

菌学及快速分子生物学检查&#由于每个痰杯中的痰

样并不均一#出现有的结核检测项目阳性#有的项目

未检出%除外每种检测方法敏感度的差异&#导致产

生同一患者同一时间横向比对结果不相符现象(笔

者了解到#中国医科大学附属盛京医院借助医院信

息系统%

XWR

&和实验室信息系统%

FWR

&#对患者血标

本进行全程条码管理#同时建立自动化患者标本运

送和分配通道#实现一份标本可同时检测相同条件

的多个检测项目(同理#能否借助信息自动化平台

来将一个痰杯内的痰样混匀后#自动传输分配给不

同的检测平台#来达到用一份痰液做几项结核检测

项目#以此去除由于痰样不均一%分析前质量控制不

达标&而产生的分析误差5 笔者期盼结核界也有类

似的方法和策略解决工作中这个难题(

综上所述#进入分子诊断时代#结核病的早期诊

断也进入了一个新的时代#以
$),V<P

为靶标的

RP=

技术在不同程度上提高了检测结果的敏感度

和精确度#

/

$

'5

即可获得检测报告,

$).$M

-

(而且

RP=

检测在耗时和检测成本上均低于另一种快速

分子检测方法
T

D

?:8>=U

"

VWJ

法,

$H

-

#试验要求较

荧光
ZIV

扩增法低,

$(

-

#在肺结核的早期诊断中是

一种快速'准确'敏感的方法,

/%

-

(因此#联合应用细

菌学检测及
RP=

分子生物学检测方法#对早期诊断

继发性肺结核患者#尽早发现传染源'及早有效实施

治疗管理'降低高危人群的感染风险'保护易感人群

等均具有重要意义(
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