
!!

!"#

!

$%&'()(

"

*

+#,,-&$%%%.))/$&/%$0&%1&%$(

基金项目!嘉兴市科技计划项目'

/%$PAb''%//

(

作者单位!

'$2%%%

浙江省嘉兴市第一医院微生物实验室'王蔚,郁勤龙(#检验科中心实验室'吕青山,沈伟锋(0宁波卫生职业技术学院医

学技术学院'陈恒威(

通信作者!沈伟锋#

345#6

!

$P)10$0)

!77

+9"4

$短篇论著$

K"'"P

*

"+#D9:

'

E;V

在疑似肺结核患者诊断中的应用价值
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!摘要" 为了解利福平耐药实时荧光定量核酸扩增检测技术'

QD-DN
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DEBFOJ
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L;S

(在初诊肺结核患者诊断

中的应用价值#作者收集了
/%$1

年
$

月至
/%$)

年
$/

月浙江省嘉兴市第一医院就诊的初诊疑似肺结核患者
')$

例#留取痰液标本分别进行涂片荧光金胺
W

染色镜检'简称-涂片镜检.(,结核分枝杆菌
FQ;O'/%

液体培养'简称

-液体培养.(,

QD-DN

R

DEBFOJ

"

L;S

检测'简称-

N

R

DEB

检测.(和固体比例法药物敏感性试验/最终临床诊断为!肺

结核
$02

例'

1%&(P=

(#肺部感染
$)/

例'

22&00=

(#非典型分枝杆菌肺部感染
$1

例'

2&$1=

(/

')$

例疑似肺结核

患者中#

N

R

DEB

检测的阳性率%

'/&2$=

'

$$P

"

')$

(&明显高于涂片镜检%

//&P$=

'

0/

"

')$

(&'

#

/

e0&2(

#

!

#

%&%1

(#与

液体培养%

/)&'/=

'

(1

"

')$

(&比较不存在明显差异'

#

/

e'&/'

#

!e%&%P/

(#涂片镜检法与液体培养法比较差异无统

计学意义'

#

/

e$&/)

#

!e%&/)$

(/

$02

例肺结核患者中#

N

R

DEB

检测的阳性率%

)'&1(=

'

$$P

"

$02

(&高于涂片镜检

%

')&2$=

'

)P

"

$02

(&和液体培养%

20&($=

'

(%

"

$02

(&'

#

/

e/P&$P

#

!

#

%&%$

0

#

/

e0&%1

#

!

#

%&%1

(0

$$P

例涂阴肺结核

患者的
N

R

DEB

检测阳性率%

2/&P2=

'

1%

"

$$P

(&高于液体培养%

/2&P(=

'

/(

"

$$P

(&'

#

/

e0&2'

#

!e%&%%2

(/以临床诊

断为标准#

N

R

DEB

检测初诊疑似肺结核患者的敏感度为
)'&1(=

'

$$P

"

$02

(#特异度为
$%%&%%=

'

$PP

"

$PP

(#正确指

数为
%&)2

/以固体比例法药物敏感性试验结果为金标准#

N

R

DEB

检测利福平耐药的敏感度为
2

"

1

#特异度为

(P&P%=

'

01

"

0P

(#正确指数为
%&(P

/说明
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DEBFOJ
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L;S

在初诊疑似肺结核患者#尤其是涂阴肺结核患者

中#检测结核分枝杆菌感染及对利福平耐药具有较高的效能/

!关键词"

!

结核#肺0

!

多相筛查0

!

核酸扩增技术0

!

实验室技术和方法0

!

评价研究
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结核病是由结核分枝杆菌引起的严重危害人类健康的

慢性传染病#以肺结核多见/

/%$P

年
I:W

报告最新数据

表明#我国
/%$)

年肺结核发病患者近
0P

万例#位居全球第

三位#防治疫情仍较严峻%

$

&

/目前#疑似肺结核患者筛查方

法仍以痰涂片镜检和结核分枝杆菌培养为主#前者敏感度

低#后者耗时长#均不能满足临床早期,快速诊断的需求/

/%$%

年全国第五次结核病流行病学抽样调查结果显示#我

国目前活动性肺结核患者约有
P1=

为涂阴肺结核%

/

&

#采用

传统涂片镜检方法无法及时发现该类患者#极易延误病情#

对结核病疫情控制极为不利#如何早期发现肺结核成为亟需

解决的难题/利福平耐药实时荧光定量核酸扩增技术

'

QD-DN

R

DEBFOJ

"

L;S

#简称-

N

R

DEB

检测.(为基于荧光定量

聚合酶链式反应技术'

ED56B#4DZ6C"ED,9D-9D

7

C5-B#B5B#\D

R

"6

G

4DE5,D9?5#-ED59B#"-

#

LOSi.M>L

(#直接检测标本中有

无结核分枝杆菌感染及利福平耐药基因#逐渐引起国内外关

注/已有多家结核病参比实验室,临床研究中心采用涂阳或

培阳标本对该检测系统进行评估#认为该技术具有较高的敏

感度和准确性%

'.2

&

#但是对于初诊疑似患者#尤其是涂阴肺结

核患者的检测效能的系统评估仍较少/笔者基于此背景#收

集初诊疑似肺结核患者痰标本#以临床诊断和传统药物敏感

性试验'简称-药敏试验.(比例法为标准#分析
N

R

DEB

检测结

核分枝杆菌和利福平耐药性的效能#综合评价
N

R

DEB

检测对

初诊疑似及涂阴肺结核患者的快速诊断价值/

资料和方法

一,临床资料

收集
/%$1

年
$

月至
/%$)

年
$/

月浙江省嘉兴市第一医

院就诊的
')$

例初诊疑似肺结核患者痰标本'均按照规范留

取(#分别进行涂片荧光金胺
W

染色镜检'简称-涂片镜

检.(,结核分枝杆菌
FQ;O'/%

液体培养'简称-液体培养.(

和
QD-DN

R

DEBFOJ

"

L;S

检测'简称-

N

R

DEB

检测.(#纳入患

者均为初次来我院就诊#伴有咳嗽,咳痰,咯血,胸痛,低热,

盗汗等临床症状#或胸部影像学检查的表现与活动性肺结核

相似#且近
/

年内未使用过抗结核药物的患者/

')$

例疑似

患者最终临床诊断为!肺结核
$02

例'

1%&(P=

(#包括男
$%'

例'

11&(0=

(,女
0$

例'

22&%/=

(#年龄
$$

"

P(

岁,平均

'

22&)Pj$/&%'

(岁0肺部感染
$)/

例'

22&00=

(0非典型分枝

杆菌肺部感染
$1

例'

2&$1=

(/

二,诊断标准

$+

涂阴肺结核%

1

&

!必须具备以下标准!

%

至少
'

份痰标

本抗酸杆菌涂片镜检阴性0

&

符合活动性肺结核病变的胸部

N

线摄影表现0

'

临床上可排除其他非结核性肺部疾病/同

时满足以下辅助指标中的任何一项即可确诊!

%

结核菌素皮

肤试验'

MMX1OY

(强阳性0

&

血清结核抗体阳性0

'

痰结核

分枝杆菌
M>L

荧光探针检测阳性0

(

肺外组织病理学检查

证实结核病变/

/+

肺部感染%

)

&

!患者出现咳嗽,咳痰等症状#肺部可闻及

湿性音#可出现发热或白细胞计数增高或影像学检查提示

有炎性反应等/

'+

非典型分枝杆菌肺部感染%

P

&

!具有呼吸系统症状和

'或(全身症状#胸部影像学显示炎性病灶及单发或多发薄壁

空洞#病变多累及上叶尖段和前段#

>O

可有结节影,斑片及

小斑片样实变影,空洞影,支气管扩张,树芽征,磨玻璃影,线

状及条索影等多种形态病变混杂存在#实验室查痰菌
/

次培

养到同一种非结核分枝杆菌/

三,仪器与试剂

金胺
W

染色液'杭州创新生物检控技术有限公司(#

>N2%S]

型荧光显微镜%宁波舜宇光学科技'集团(有限公

司&0结核分枝杆菌
JA>O3>OFQ;O'/%

液体培养仪及配

套试剂'美国
JX

公司(0

QD-DN

R

DEBFOJ

"

L;S

检测系统和配

套试剂'美国
>D

R

?D#!

公司(0结核分枝杆菌抗原检测试剂盒

胶体金法'杭州创新生物检控技术有限公司(/

四,检查方法

按照*结核病实验室检验规程+

%

0

&

'简称-*规程+.(分别

进行以下检查/

$+

痰涂片镜检!留取痰液
'

"

146

进行涂片,荧光染色

及
]3X

显微镜镜检'物镜-

l2%

.#目镜-

l$%

.(#暗视野下呈

黄色荧光#杆状略弯曲菌体为阳性结果0判读标准为!

%

条"
1%

个视野为阴性0

$

"

(

条"
1%

个视野报告实际条数0

$%

"

2(

条"
1%

个视野为-

$̀

.0

$

"

(

条"每个视野为-

``

.0

$%

"

((

条"每个视野为-

```

.0

$%%

条及以上"每个视野为

-

````

.0报告-

``

.至少观察
1%

个视野#-

```

.及以

上的阳性结果至少观察
/%

个视野/

/+

痰结核分枝杆菌液体培养!取痰液
$

"

$&146

用
H.

乙

酰半胱氨酸'

HA]>

(

.H5W:

处理后#接种于
JA>O3>O

FQ;O'/%

液体培养基进行液体快速培养#仪器自动报阳后

对阳性管涂片抗酸染色镜检确认#同时采用结核分枝杆菌抗

原检测试剂盒鉴定菌种/

'+N

R

DEB

检测!取备用痰液
$46

置于无菌螺纹管中#加

入样本试剂'

,54

R

6DED5

V

D-B

(处理液
/46

#旋紧螺纹管#漩涡

$
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震荡
$1

"

'%,

#室温静置
$14#-

#使痰标本充分液化/取

/46

处理后样品加入反应盒#将反应盒置于检测模块#仪器

开始自动检测/以
)$

F

I

基因为靶序列#同时采用
)

种分子

信标探针检测#上述探针循环阈值'

>B

值(

&

'0

即为阳性#即

1

个探针中至少
/

个探针
>B

值
&

'0

即为检测到结核分枝杆

菌0对利福平的药敏试验!再根据特异性分子信标早期
>B

值

和晚期
>B

值之差#即
)

>B

值确定是否对利福平耐药#当

)

>B

值
%

'&1

时提示对利福平耐药#

)

>B

值
&

'&1

时提示对

利福平敏感/由于终止循环数为
'0

个循环#当早期探针
>B

值
%

'2&1

或晚期探针
>B

值
%

'0

时#结果为不确定%

(

&

/

2+

结核分枝杆菌固体药敏试验比例法!将培养阳性菌株

采用比例法对
2

种一线抗结核药物'利福平,异烟肼,链霉素

和乙胺丁醇(进行耐药性测试#判断药敏试验结果/

1+

菌种鉴定!采用免疫法#将培养阳性菌液滴入结核分

枝杆菌抗原检测试剂盒#判断是否为结核分枝杆菌/

)+

病理学和影像学检查!参照文献%

1

&和%

$%

&中的步骤

及标准进行检查及判读/

五,相关公式

敏感度
e

真阳性例数"'真阳性例数
`

假阴性例数(

l$%%=

0特

异度
e

真阴性例数"'真阴性例数
`

假阳性例数(

l$%%=

0阳性预测

值
e

真阳性例数"'真阳性例数
`

假阳性例数(

l$%%=

0阴性预测

值
e

真阴性例数"'真阴性例数
`

假阴性例数(

l$%%=

0正确指数
e

敏感度
`

特异度
g$

六,统计学处理

使用
KMKK$P&%

统计软件进行数据分析#以临床诊断为

金标准#采用卡方检验对涂片镜检法,培养法和
N

R

DEB

检测

的结果进行比较分析#以
!

#

%&%1

为差异有统计学意义/

结
!!

果

一,

')$

例初诊疑似肺结核患者的检测情况

在
')$

例初诊疑似肺结核患者中#涂片镜检,液体培养

和
N

R

DEB

检测的阳性率分别为
//&P$=

,

/)&'/=

,

'/&2$=

0

涂片镜检与
N

R

DEB

检测比较差异有统计学意义'

#

/

e0&2(

#

!

#

%&%1

(0液体培养与
N

R

DEB

检测比较差异无统计学意义

'

#

/

e'&/'

#

!e%&%P/

(#涂片镜检法与液体培养法比较差异

也无统计学意义'

#

/

e$&/)

#

!e%&/)$

(/

$02

例肺结核患者

中#涂片镜检'

')&2$=

(和液体培养的阳性率'

20&($=

(分别

和
N

R

DEB

检测结果'

)'&1(=

(比较#差异均有统计学意义

'

#

/

e/P&$P

#

!

#

%&%$

0

#

/

e0&%1

0

!

#

%&%1

('表
$

(/

二,不同检测方法对初诊疑似肺结核患者的检测效能!

以临床确诊患者为金标准#计算
'

种方法的检测效能#见

表
/

/

三,

N

R

DEB

检测对涂阴肺结核患者的检出情况

在
$02

例肺结核患者中#涂片镜检阴性的
$$P

例标本中

液体培养阳性
/(

例#则涂阴肺结核患者的培养阳性率为

/2&P(=

0涂阴的
$$P

例标本中
N

R

DEB

检测阳性
1%

例#

N

R

DEB

检测对涂阴肺结核患者的阳性检出率为
2/&P2=

#具体见

表
'

/液体培养和
N

R

DEB

检测对
$$P

例涂阴肺结核患者的阳

性检出率比较差异有统计学意义'

#

/

e0&2'

#

!e%&%%2

(/

表
<

!

三种检测方法对
')$

例疑似肺结核患者的检测结果

检测方法
疑似肺结核'

')$

例( 肺部感染'

$)/

例( 非典型分枝杆菌'

$1

例( 肺结核'

$02

例(

阳性 阴性 阳性 阴性 阳性 阴性 阳性 阴性

涂片镜检
0/

'

//&P$

(

/P(

'

PP&/(

(

%

'

%&%%

(

$)/

'

$%%&%%

(

$1

'

$%%&%%

(

%

'

%&%%

(

)P

'

')&2$

(

$$P

'

)'&1(

(

液体培养
(1

'

/)&'/

(

/))

'

P'&)0

(

%

'

%&%%

(

$)/

'

$%%&%%

(

$1

'

$%%&%%

(

%

'

%&%%

(

(%

'

20&($

(

(2

'

1$&%(

(

N

R

DEB

检测
$$P

'

'/&2$

(

/22

'

)P&1(

(

%

'

%&%%

(

$)/

'

$%%&%%

(

%

'

%&%%

(

!

$1

'

$%%&%%

(

$$P

'

)'&1(

(

)P

'

')&2$

(

注 括号外数值为-患者例数.#括号内数值为-比率'

=

(.

表
=

!

三种方法以临床确诊患者为金标准的检测效能

检测方法
疑似结核病患者'

')$

例(

确诊例数 未确诊例数

敏感度

'

=

(

特异度

'

=

(

阳性预测值

'

=

(

阴性预测值

'

=

(

正确指数

涂片镜检

!

阳性
)P $1 ')&2$ ($&1/ 0$&P$ 10&%) %&/0

!

阴性
$$P $)/

液体培养

!

阳性
(% $1 20&($ ($&1/ 01&P$ )'&/0 %&2%

!

阴性
(2 $)/

N

R

DEB

检测

!

阳性
$$P % )'&1( $%%&%% $%%&%% P/&12 %&)2

!

阴性
)P $PP

$
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表
>

!

涂阴肺结核液体培养和
N

R

DEB

检测的阳性检出情况

涂阴肺结核

例数

液体培养
N

R

DEB

检测

阳性 阴性 阳性 阴性

$$P

例
/(

'

/2&P(

(

00

'

P1&/$

(

1%

'

2/&P2

(

)P

'

1P&/)

(

注 括号外数值为-患者例数.#括号内数值为-构成比'

=

(.

四,固体药敏试验比例法与
N

R

DEB

检测对培阳患者利福

平药敏试验结果分析

按操作规程#以固体药敏试验比例法为标准#对
(%

株培

养阳性菌株进行固体药敏试验和
N

R

DEB

检测利福平
)$

F

I

耐

药基因/结果显示#固体药敏试验比例法有
1

株对利福平耐

药#其中
2

株
N

R

DEB

检测利福平耐药,

$

株敏感#该敏感株经

基因芯片检测#检测到
)$

F

I

基因
1'$

'

O>Q.OOQ

(突变位

点0另
01

株固体药敏试验比例法敏感菌株中有
/

株
N

R

DEB

检测利福平耐药,

0'

株敏感#对结果不相同的
/

株
N

R

DEB

检

测耐药株进行基因芯片检测#

$

株未检测到
)$

F

I

基因突变

位点#

$

株为
)$

F

I

基因
1'$

'

O>Q.OOQ

(突变/以固体药敏

试验比例法结果为金标准#

N

R

DEB

检测利福平耐药的敏感度

为
2

"

1

#特异度为
(P&P%=

'

01

"

0P

(#正确指数为
%&(P

'

0P

"

(%

(/

因实验室条件限制#进行基因芯片检测的结果数据未进行

测序/

讨
!!

论

肺结核是由结核分枝杆菌感染引起的传染病#细菌学检

查是诊断的确切依据/我国目前主要依赖于痰涂片镜检进

行肺结核的诊断与随访时疗效的监测%

$$

&

/痰涂片镜检阴性

的疑似肺结核患者诊断需根据结核分枝杆菌培养结果及患

者临床症状,影像学表现,病理学检查等结果#耗时较长#对

疾病控制极为不利/

N

R

DEB

检测系统基于荧光定量
M>L

技

术#整合样本制备,核酸纯化浓缩和荧光定量
M>L

扩增的检

测过程#在一个封闭的试剂盒中自动完成#

/?

内可得到检测

结果/早在
/%$%

年#

I:W

就发表声明认可并推荐
N

R

DEB

检

测在结核病防治规范中的应用#认为它对肺结核的诊治具有

里程碑式的意义%

$/

&

/

国内外已有较多文献报道
N

R

DEB

检测系统在涂阳或培

阳患者中的检测效能/有资料显示#

N

R

DEB

检测在肺结核涂

阴培阳患者中的敏感度可达
1P=

"

P)&(=

#涂阳培阳患者

中达
(0=

"

$%%=

%

$'

&

/菌阴肺结核患者尤其是涂阴肺结核

患者临床表现不典型#胸部影像的空洞情况明显少于涂阳患

者%

$2

&

#症状较轻#个人不重视检查#不能被及时发现0同时又

缺乏细菌学诊断依据#临床上诊断难度较大#极易造成漏诊

误诊/有研究报道#涂阴肺结核患者传染性仅次于痰菌阳性

的肺结核患者#与该群体密切接触者被感染的概率达

P&'=

"

/$=

%

$1

&

/因此#及时发现初诊涂阴肺结核患者#对

于控制结核病传播#提高患者规范治疗机会有着重要意义/

本研究通过对初诊为疑似肺结核的患者进行痰涂片,结

核分枝杆液体菌培养及
N

R

DEB

检测#发现在临床诊断肺结核

患者中#

N

R

DEB

检测方法的敏感度'

)'&1(=

(和特异度

'

$%%&%%=

(明显高于涂片镜检'分别为
')&2$=

和
($&1/=

(

和液体培养'分别为
20&($=

和
($&1/=

(#但比文献报道

(1=

的敏感度略低%

$)

&

#分析原因可能与本研究患者选择以

临床诊断为金标准有关#将临床诊断为肺结核的初诊患者纳

入研究#存在一定比率的菌阴或涂阴肺结核患者#而文献中

是以培阳或涂阳的患者为研究对象0

N

R

DEB

检测结果阳性预

测值'

$%%&%%=

(和阴性预测值'

P/&12=

(均高于涂片镜检

'分别为
0$&P$=

和
10&%)=

(和液体培养'分别为
01&P$=

和

)'&/0=

(#表明
N

R

DEB

在初诊疑似肺结核患者实验室检测中

的效能远高于涂片镜检和液体培养/

同时本研究显示#对于
$$P

例初诊涂阴肺结核患者#

N

R

DEB

检测的阳性率为
2/&P2=

'

1%

"

$$P

(#即有近
$

"

/

的初

诊肺结核患者无法通过涂片镜检进行筛查#需根据结核分枝

杆菌培养,临床症状,影像学表现,血清学抗体检测及组织病

理学等方法相结合进行诊断/现通过
N

R

DEB

技术可以直接

检测痰标本#降低了对患者的有创诊疗操作#可快速检测到

患者体内的少量结核分枝杆菌#及时进行干预/有文献报

道#与涂片镜检法相比#

N

R

DEB

技术能使结核分枝杆菌检出

率提高
$$&P=

"

1%&%=

%

$P

&

/另有研究表明#对于菌阴肺结

核采用支气管灌洗液进行
N

R

DEB

检测优于痰液标本#阳性率

可达
P%=

以上0但是对于存在采用纤维支气管镜支气管灌

洗液检查禁忌证和其他特殊患者#仍建议采用痰液检查#无

创伤#标本易采集%

$0

&

/美国食品药品监督管理局'

SXA

(曾

在
/%$1

年发文表示#肺结核患者治疗后可采用
N

R

DEB

检测

痰标本#结果阴性作为早期解除呼吸道隔离的标准#对于可

疑肺结核患者#可依
N

R

DEB

检测痰结果判断是否需要进行呼

吸道隔离%

$(

&

/我国
/%$0

年即将实施的最新肺结核诊断行

业标准规定分子生物学检测结核分枝杆菌阳性#同时满足影

像学表现的患者#即可确诊肺结核%

/%

&

/因此#对于疑似肺结

核患者#

N

R

DEB

检测结果可直接明确诊断#达到早期诊断,及

时治疗的目的0尤其对于初诊涂阴患者#意义更加重大/

另一方面#在对培阳肺结核患者耐药检测中#以固体药

敏试验比例法为金标准#

N

R

DEB

检测利福平耐药的敏感度为

2

"

1

#特异度为
(P&P%=

'

01

"

0P

(#与比例法检测利福平药敏

试验结果的正确指数达
%&(P

#与文献报道相似%

(

&

/传统固

体药敏试验比例法耗时需
2

周#通过
N

R

DEB

检测的使用#可

以快速预测利福平耐药性#早期制定用药方案/

综上所述#作为结核病诊治基层医院#可推荐采用
N

R

DEB

技术对疑似结核病患者进行检测#及早发现结核感染与耐利

福平肺结核#为患者创造治疗与治愈结核病的机会#防止耐

药结核病的形成与播散/

$
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