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技术在结核病早诊断中的应用
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洪建军
!

郭晓芹
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高谦

"摘要#

!

目的 评估
W:-:U

=

:7CQNT

"

S[_

技术(简称
U

=

:7CQNT

"

S[_

)检测结核分枝杆菌(

QNT

)及其利福

平耐药的可行性.方法 选取
/%$1

年
$

'

)

月上海市松江区结核病定点医院结核科门诊连续纳入*初次就诊的疑

似结核病患者#共
11)

例.收集患者痰液标本#分别进行涂片抗酸染色镜检法(简称+涂片法,)*液体分枝杆菌培养

管 (

QW[N

)培养法(简称+液体培养法,)*传统比例法药物敏感性试验(简称+药敏试验,)和
U

=

:7CQNT

"

S[_

检测#

比较
U

=

:7CQNT

"

S[_

法和传统方法检测痰标本中
QNT

及其耐药性的效能.结果
1'0

例患者经涂片法*液体培

养法和
U

=

:7CQNT

"

S[_

检测#阳性率分别为
$0&'/V

(

('

"

1'0

)*

/>&'$V

(

$1/

"

1'0

)和
/>&$/V

(

$1$

"

1'0

).以液体

培养为金标准#

U

=

:7CQNT

"

S[_

检测的敏感度和特异度分别为
(%&)%V

(

$'1

"

$H(

)和
(1&>HV

(

')(

"

'>1

)#且敏感度

高于涂片法0涂片法的敏感度为
)%&1'V

(

(/

"

$1/

)1#差异有统计学意义(

"

/

'̀)&0$

#

!

"

%&%$

)-

U

=

:7CQNT

"

S[_

检

测涂阳标本的敏感度为
()&)'V

(

>)

"

>(

)#明显高于检测涂阴标本的敏感度0

>$&)0V

(

H(

"

)%

)1#差异有统计学意义

(

"

/

(̀&H'

#

!

"

%&%$

).以比例法药敏试验结果为金标准#

U

=

:7CQNT

"

S[_

检测利福平耐药的敏感度为
(%&%%V

(

(

"

$%

)#特异度为
((&%0V

(

$%)

"

$%0

)#一致率为
(>&/(V

(

$$1

"

$$0

).结论
U

=

:7CQNT

"

S[_

技术操作简便*快速*

安全#敏感度和特异度较高#对基层实验室早期检测
QNT

及判定利福平耐药具有重要价值.

"关键词#

!

分枝杆菌#结核-

!

痰-

!

核酸扩增技术-

!

早期诊断-

!

利福平-

!

抗药性
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目前#国内结核病实验室检测结核分枝杆菌

(

QNT

)的常用方法仍然是痰涂片抗酸染色镜检*罗

氏固体培养和比例法药物敏感性试验(简称+药敏试

验,).涂片镜检法的阳性检出率低#传统固体培养

和药敏试验耗时较长#均难以实现对结核病患者的

早期正确诊断和治疗0

$

1

.随着分子生物学诊断技术

的不断发展#

W:-:U

=

:7C QNT

"

S[_

技术(简称

U

=

:7CQNT

"

S[_

)作为一种利福平耐药实时荧光定

量核酸扩增检测技术#受到了国内外的广泛关注.

该检测方法针对
QNT)$

;

[

基因
>$D

=

利福平耐药

区间设计引物和探针#检测其是否发生突变.其完

全整合传统核酸扩增所需的
'

个主要步骤(核酸提

取*扩增和检测)#仅需将处理后的待检样品放入反

应盒后#系统就会自动进行核酸提取*被提取物核酸

扩增和产物检测#反应结束后会自动给出实验结果.

U

=

:7CQNT

"

S[_

检测技术操作简单*方便#

/&1;

之

内即可诊断患者是否感染
QNT

及其是否对利福平

耐药0

/.H

1

#而传统方法检测利福平耐药则需要
>

周.

依托+十二五,国家科技重大专项支持#上海市

松江区对
/%$1

年
$

'

)

月在该区唯一的结核病定点

医院(上海市松江区中心医院)结核科门诊就诊的疑

似肺结核患者进行连续
)

个月监测#对痰液样本同

时进行涂片抗酸染色镜检法(简称+涂片法,)*液体

分枝杆菌培养管 (

QW[N

)培养法(简称+液体培养

法,)*传统比例法药敏试验和
U

=

:7CQNT

"

S[_

检

测#以评估
U

=

:7CQNT

"

S[_

在检测
QNT

及其是否

对利福平耐药方面的应用效能#现报告如下.

对象和方法

一*研究对象

选取
/%$1

年
$

'

)

月上海市松江区中心医院结

核科门诊连续纳入的初次就诊的疑似结核病患者#

共
11)

例#收集其痰液标本.

二*试验方法

$+

仪器与试剂!

W:-:U

=

:7C

检测系统及其配套

试剂盒(

@47C7#

M

:

反应盒)购自美国
@:

=

;:#!

公司-

痰标本处理液购自美国
@:

=

;:#!

公司-

TB@N2@

QW[N()%

系统及其配套试剂(

QW[N

生长指示管*

分枝杆菌培养添加剂试剂盒*分枝杆菌联合药敏试

剂盒系列)购自美国
TR

公司-改良罗氏培养基及噻

吩
./.

羧酸酰肼*对硝基苯甲酸鉴别培养基由上海市

疾病预防控制中心培养基室配制-萋
.

尼抗酸染液购

自珠海贝索生物技术有限公司-其他部分试剂为国

产分析纯.

/+

痰涂片检查!按照$痰涂片镜检标准化操作及

质量保证手册%

0

1

1中的标准化操作程序执行.

'+

液体培养!采用
TB@N2@QW[N()%

培养系

统进行液体培养#参照$结核病诊断实验室检验规

程%

0

)

1操作及美国
TR

医疗器械(上海)有限公司提

供的$

QW[N

液体培养操作手册%进行标准化操作.

取处理好的痰液标本
%&135

#加入
QW[N

液体培养

管中#放入
TB@N2@QW[N()%

液体培养系统中进

行培养-培养阳性的标本进一步行药敏试验.

H+

传统生化法菌种鉴别!参照$结核病诊断实验

室检验规程%

0

)

1操作.根据阳性生长对照孔*噻吩
.

/.

羧酸酰肼药物孔*对硝基苯甲酸药物孔生长快慢#

以及阳性和阴性情况判定鉴定结果.生长缓慢#噻

吩
./.

羧酸酰肼药物孔阳性#对硝基苯甲酸药物孔阴

性者鉴定为
QNT

.

1+

药敏试验!参照$结核病诊断实验室检验规

程%

0

)

1操作#采用文献0

0

1推荐的比例法#应用罗
.

琴

(

\.A

)培养基#利福平
H%&%

*

M

"

35

.耐药判定!根据

菌落在培养基上生长情况#若含药培养基上生长的

菌落数与对照培养基上生长菌落数的百分比大于

$V

#则认为受试菌对该抗结核药物耐药.

)+U

=

:7CQNT

"

S[_

检测!按照
U

=

:7CQNT

"

S[_

操作说明书进行.移取
$&%35

痰液至螺旋盖试管

中并加入
/&%35

痰标本处理液#在涡旋振荡器上振

荡
$%,

#室温放置
$13#-

#用专用吸管转移样本至专

用的样本反应盒#将样本反应盒放入
U

=

:7CQNT

"

S[_

R8

仪器的样本舱中#进行
RGB

提取*

Z@S

扩增和

结果的检测#通过专用软件判读结果.

0+

质量控制!结核病痰检实验室操作人员均参

加了国家
U

=

:7CQNT

"

S[_

检测方法和仪器操作的

专门培训#同时均参加每年国家结核病实验室药敏

检测熟练度测试.

三*统计学分析

采用
286:5/%%0

软件收集试验数据#应用

YZYY$0&%

软件进行统计学分析.不同检测方法间

敏感度*特异度*一致率的比较采用
"

/检验#以
!

"

%&%1

为差异有统计学意义.敏感度
`

真阳性例数"(真

阳性例数
?

假阴性例数)

o$%%V

-特异度
`

真阴性例数"(真

阴性例数
?

假阳性例数)

o$%%V

-一致率
`

(真阳性例数
?

真阴性例数)"总例数
o$%%V

.

结
!!

果

一*基本情况

对纳入的
11)

例患者痰标本分别进行了痰涂

&

/0

&
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片*液体培养及
U

=

:7CQNT

"

S[_

检测#其中
$'

例

患者的标本培养污染#

H

例
U

=

:7CQNT

"

S[_

检测

QNT

失败#

/

例
U

=

:7CQNT

"

S[_

利福平耐药检测

结果无法判读#最终纳入分析
1'0

例.

二*各方法检测
QNT

的比较

$+

细菌学检测结果!

1'0

例患者痰标本中#涂片

法检 查 阳 性
('

例 (

$0&'/V

)#阴 性
HHH

例

(

>/&)>V

)-液体培养阳性
$1/

例(

/>&'$V

)#阴性

'>1

例(

0$&)(V

)-

U

=

:7CQNT

"

S[_

检测阳性
$1$

例(

/>&$/V

)#阴性
'>)

例(

0$&>>V

).

$1/

例液体

培养阳性的患者经菌种鉴定为
QNT

感染者
$H(

例#非结核分枝杆菌感染者
'

例.

/+

涂片法与
U

=

:7CQNT

"

S[_

检测结果的比

较!

('

例涂片检查阳性患者经
U

=

:7CQNT

"

S[_

检

测有
>)

例阳性-

HHH

例涂片检查阴性患者经
U

=

:7C

QNT

"

S[_

检测有
'0(

例阴性.相对于涂片检查#

U

=

:7CQNT

"

S[_

检测的敏感度为
(/&H0V

(

>)

"

('

)#

特异度为
>1&')V

(

'0(

"

HHH

).

'+

液体培养法与
U

=

:7CQNT

"

S[_

检测结果的

比较!

$H(

例液体培养阳性的患者中(不包括鉴定为

非结核分枝杆菌
'

例)#经
U

=

:7CQNT

"

S[_

检测有

$'1

例阳性-液体培养阴性的
'>1

例患者中#

U

=

:7C

QNT

"

S[_

检测有
')(

例阴性.相对于液体培养#

U

=

:7CQNT

"

S[_

检测敏感度为
(%&)%V

(

$'1

"

$H(

)#

特异度为
(1&>HV

(

')(

"

'>1

).

H+

以液体培养为金标准比较涂片法和
U

=

:7C

QNT

"

S[_

检测的效能!涂片法和
U

=

:7CQNT

"

S[_

检测
QNT

的敏感度分别为
)%&1'V

和
(%&)%V

#

U

=

:7CQNT

"

S[_

检测敏感度高于涂片法#差异有统

计学意义(

"

/

'̀)&0$

#

!

"

%&%$

).涂片法和
U

=

:7C

QNT

"

S[_

检 测 的 一 致 率 分 别 为
>>&)HV

和

('&>1V

#

U

=

:7CQNT

"

S[_

检测高于涂片法#差异有

统计学意义(

"

/

$̀$&'1

#

! %̀&%$%

).具体见表
$

.

1+U

=

:7CQNT

"

S[_

检测涂阳及涂阴痰标本的

效能!涂片检查阴性的
HHH

例患者#液体培养阳性者

)%

例#

U

=

:7CQNT

"

S[_

检测阳性
H(

例#均为
QNT

.

以液体培养结果为金标准#

U

=

:7CQNT

"

S[_

检测涂

阴患者的敏感度为
>$&)0V

(

H(

"

)%

)#特异度为

(1&>'V

(

')>

"

'>H

).涂片检查阳性的
('

例患者#液

体培养阳性
(/

例#其中
'

例经鉴定是非结核分枝杆

菌#这
'

例
U

=

:7CQNT

"

S[_

结果为
QNT

(未检测

出).除去
'

例非结核分枝杆菌#其余
(%

例结果见

表
/

.以液体培养结果为金标准#

U

=

:7CQNT

"

S[_

检测涂阳患者的敏感度和特异度分别为
()&)'V

(

>)

"

>(

)和
$

"

$

.

U

=

:7CQNT

"

S[_

检测涂阳标本的

敏感度高于涂阴标本#差异有统计学意义(

"

/

`

(&H'

#

!

"

%&%$

).

表
D

!

以液体培养为金标准比较涂片法和
U

=

:7CQNT

"

S[_

检测痰液标本的效能

检测方法
液体培养

阳性(例) 阴性(例)

敏感度(

V

) 特异度(

V

) 一致率(

V

)

涂片法
)%&1' ((&0H >>&)H

!

阳性
(/ $

!

阴性
)% '>H

U

=

:7CQNT

"

S[_ (%&)% (1&>H ('&>1

!

阳性
$'1 $)

!

阴性
$H ')(

表
B

!

以液体培养结果为金标准比较
U

=

:7CQNT

"

S[_

检测涂片阳性与阴性痰标本的效能

U

=

:7CQNT

"

S[_

液体培养

阳性(例) 阴性(例) 合计(例)

敏感度

(

V

)

特异度

(

V

)

一致率

(

V

)

涂阴患者
>$&)0 (1&>' ('&(/

!

阳性
H( $) )1

!

阴性
$$ ')> '0(

涂阳患者
()&)' $

"

$ ()&)0

!

阳性
>) % >)

!

阴性
' $ H

&
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表
G

!

U

=

:7CQNT

"

S[_

与比例法药敏试验检测培阳患者对利福平耐药性的结果比较

U

=

:7CQNT

"

S[_

比例法药敏试验

耐药(例) 敏感(例) 合计(例)

敏感度

(

V

)

特异度

(

V

)

一致率

(

V

)

耐药
( $ $% (%&%% ((&%0 (>&/(

敏感
$ $%) $%0

合计
$% $%0 $$0

三*

U

=

:7CQNT

"

S[_

与比例法药敏试验检测利

福平耐药性的比较

液体培养与
U

=

:7CQNT

"

S[_

检测结果均为阳

性的
$'1

例患者中#

$>

例未做传统药敏试验#同时

应用
U

=

:7CQNT

"

S[_

与比例法药敏试验进行利福

平耐药检测的患者共
$$0

例#检测结果见表
'

.以

比例法药敏试验检测结果为金标准#

U

=

:7CQNT

"

S[_

检测
QNT

对利福平耐药的敏感度为
(%&%%V

(

(

"

$%

)#特异度为
((&%0V

(

$%)

"

$%0

).

讨
!!

论

实验室检查是结核病确诊尤其是耐多药结核病

确诊的重要依据.目前#我国基层结核病实验室诊

断菌阳肺结核仍主要依赖于痰涂片和痰培养等传统

方法.但是#这两种方法因其检出率较低#致使部分

菌阳肺结核不能被及时发现.因而#探索一种
QNT

高检出率的方法#快速*准确诊断肺结核及其耐药

性#对控制结核病疫情具有重要意义.

近年来#

U

=

:7CQNT

"

S[_

检测技术已在多个国

家和地区进行了验证评估0

>.$$

1

#

U

=

:7CQNT

"

S[_

检

测可自动完成从
QNT

的
RGB

提取*扩增*产物检

测到结果报告0

$1

1

#且除标本前处理外整个检测均在

封闭的反应盒内进行#全部检测过程仅需要
/&1;

#

能够实现结核病和利福平耐药的快速检测.同时#

由于其敏感度和特异度较高#为
IOP

所推荐0

$/

1

.

目前#国内报道的对
U

=

:7CQNT

"

S[_

检测的

评估研究均以固体培养为金标准#液体培养为金标

准者少见.上海市松江区结核病实验室
/%$/

年以

来配置了
TB@N2@QW[N()%

仪#对患者的痰标本

检查全面实施液体培养#取代固体培养.本研究即

以液体培养为金标准评估
U

=

:7CQNT

"

S[_

技术#

对国内的相关研究提供了参考价值.

本研究显示#

U

=

:7CQNT

"

S[_

检测与涂片*液

体培养法比较#其敏感度分别为
(/&H0V

和
(%&)%V

#

同其他研究报道的结果相近0

'

#

$'

1

.以液体培养法结

果为金标准#涂片法和
U

=

:7CQNT

"

S[_

检测
QNT

的敏感度分别为
)%&1'V

和
(%&)%V

#

U

=

:7CQNT

"

S[_

检测的敏感度明显高于涂片法检查#结果与其他研

究相符0

$H

1

.相比液体培养法#

U

=

:7CQNT

"

S[_

检

测的报告时间大大缩短#提示
U

=

:7CQNT

"

S[_

检

测的临床应用价值高于传统涂片和液体培养法.目

前#结核门诊就诊的具有典型症状或体征的肺结核

患者明显减少#影像学表现不典型者亦较多#给临床

医生的诊断带来的难度越来越大.

U

=

:7CQNT

"

S[_

检测技术的应用则能更好地辅助临床医生进行诊

断#尤其对于菌阴肺结核患者进行早期诊断和治疗.

本研究结果显示#以液体培养法结果为金标准#

U

=

:7CQNT

"

S[_

检测涂阳患者和涂阴患者
QNT

的敏感度分别为
()&)'V

和
>$&)0V

#与国内报道的

U

=

:7CQNT

"

S[_

检测涂阳患者敏感度结果相

近0

H

#

$0

1

.西班牙0

$>

1

*法国0

$(

1和美国0

/%

1分别开展的

'

项试验显示#

U

=

:7CQNT

"

S[_

对痰涂片阳性标本

的检测敏感度为
(>V

"

$%%V

#对痰涂片阴性标本

的检测敏感度为
10V

"

>'V

#与本研究结果相近.

由此#提示该方法检测痰涂片阳性标本时的敏感度

较高#而检测痰涂片阴性标本时的敏感度相对

较低0

/%.//

1

.

本研究中#

U

=

:7CQNT

"

S[_

检测
QNT

对利福

平耐药的敏感度为
(%&%%V

#特异度为
((&%0V

.与

国内外报道的敏感度相近0

H

#

$'.$H

1

.但由于本研究的

对象为初诊的疑似肺结核患者#检测到对利福平耐

药的患者例数较少#下一步将扩大样本量进行进一

步评估.

综上#

U

=

:7CQNT

"

S[_

是一种快速*简便*自动

化的分子诊断方法#敏感度和特异度较高#相对涂

片*液体培养法及传统药敏试验等检测技术#其对实

验室生物安全要求较低#且对操作人员危害轻#适用

于基层实验室早期诊断结核病及是否对利福平耐

药.

IOP

建议加快
U

=

:7CQNT

"

S[_

检测技术的

推广#作为一种全新的结核病快速诊断工具在临床

上使用0

$/

#

/'

1

.本研究也在某种程度上证明#该方法

在我国基层实验室对于结核病诊断及是否对利福平

耐药的患者筛
!

具有一定的意义和应用前景.但

U

=

:7CQNT

"

S[_

检测技术需要相应的仪器及配套
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试剂#价格昂贵#且该方法仅能检测利福平是否耐

药#而不能够对异烟肼是否耐药进行检测#不能诊断

耐多药结核病#这些都限制了其在我国实验室诊断

中的广泛应用.
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