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目的 评估液基夹层杯涂片法#采用集菌法-简称*涂片法+$,

[2J

固体培养法#简称*

[2J

培养法+$,结

核分枝杆菌复合群核酸检测#采用恒温扩增法-简称*恒温扩增法+$对结核分枝杆菌复合群的检测效能1方法 采

用随机数字表法从湖南省
(3)

家结核病定点医院中抽取
+

家作为研究现场%分别为浏阳市人民医院,醴陵市湘东

医院,桃江县人民医院1以
+

家医院
3)(A

年
((

月
(

日至
(3

月
+(

日就诊的存在可疑肺结核症状的
-3A

例患者为

研究对象%对同一份痰标本同时采用涂片法,

[2J

培养法和恒温扩增法进行检测%分析
+

种检测方法对结核分枝杆

菌复合群阳性检出率的差异-并依据/

S"3AA

)

3)(5

肺结核诊断0的诊断标准%以临床诊断肺结核作为参考标准%

计算各种检测方法的敏感度,特异度,阳性预测值,阴性预测值,一致率-再以患者进行每项检测的实际支出费用为

准%计算每种方法的检测费用1结核分枝杆菌复合群检出率在
+

种检测技术间的两两比较采用
"

3检验%检验水准

#

H)*)4

"

+H)*)(5

1结果
-3A

例疑似肺结核患者中%临床确诊为肺结核患者
(4+

例#

3@*@B

$%

PUG

肺病患者
-

例

#

(*)B

$1

+

种技术检测结果显示%涂片法,

[2J

培养法和恒温扩增法的结核分枝杆菌复合群阳性检出率#排除
-

例

PUG

肺病患者$分别为
(+*4B

#

A@

"

-33

$,

(@*)B

#

A5

"

-33

$和
(3*3B

#

5-

"

-33

$%涂片法和
[2J

培养法%

[2J

培养法和

恒温扩增法%涂片法和恒温扩增法之间比较%差异均无统计学意义#

"

3
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$1以临床诊断结果作为参考标准%排除
-

例非结核分枝杆菌肺病患者和
+3

例培养污染的患者%涂

片法,

[2J

培养法和恒温扩增法的敏感度分别为
44*3B

#

A)

"

(@4

$,

45*,B

#

A@

"

(@4

$,

4)*+B

#

5+

"

(@4

$-特异度分别为

,,*-B

#

@@+

"

@@4

$,

,,*+B

#

@@3

"

@@4

$,

,,*AB

#

@@@

"

@@4

$-阳性预测值分别为
,5*-B

#

A)

"

A3

$,

,-*-B

#

A@

"

A5

$,

,A*-B

#

5+

"

5@

$-阴性预测值分别为
A5*3B

#

@@+

"

4)A

$,

A5*,B

#

@@3
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4)+

$,

A-*)B

#

@@@
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$-一致率分别为
AA*-B

#
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"

4,)

$,

A,*3B

#

43-

"

4,)

$,

A5*-B

#

4(5

"

4,)

$1

+

种方法的检测费用%由低到高依次为
[2J

培养法'

+(5*3

元

#

3,4))

"

,+

$(,涂片法'

A(+*A

元#

5)A))

"

A5

$(,恒温扩增法'

(,,3*3

元#

(4+@))

"

55

$(1结论 涂片法,

[2J

培养法,恒

温扩增法的阳性检出率及其敏感度和特异度均未见差异1平均发现
(

例病原学阳性结核病患者的检测费用%

[2J

培养法较低%恒温扩增法较高1

%关键词&
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分枝杆菌%结核-
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临床实验室技术-

!

集落计数%微生物-

!

培养技术-
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核酸扩增技术-
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费用

效益分析-

!

对比研究
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年世界卫生组织发布的全球结核病报告

提出%中国结核病诊断方面的问题之一为中国肺结

核细菌学检出率低%仅为
+(B

%远低于世界平均水

平#

45B

$

'

(

(

1目前%市场上不断涌现出各种结核分

枝杆菌复合群的检测方法并广泛应用于结核病实验

室诊断领域%从其中选择一种适合不同实验室条件,

准确且性价比高的检测方法尤为重要1目前%湖南

省每年肺结核患者的病原学阳性检出率较低%且实

验室诊断技术的普及程度不够%因此%本课题组采用

前瞻性的方法%通过对结核病患者同一份痰标本同

时进行液基夹层杯涂片#采用集菌法-简称*涂片

法+$,

[2J

固体培养法#简称*

[2J

培养法+$和结核分

枝杆菌复合群核酸检测#采用恒温扩增法-简称*恒

温扩增法+$%比较
+

种方法对结核分枝杆菌复合群

检出率的差异%为湖南省各家结核病实验室诊断技

术的选择提供参考依据1

对象和方法

一,研究对象

采用随机数字表的方法%从湖南省
(3)

家结核

病定点医院中抽取
+

家作为研究现场%分别为浏阳

市人民医院,醴陵市湘东医院,桃江县人民医院1以

+

家医院
3)(A

年
((

月
(

日至
(3

月
+(

日就诊的肺

结核可疑症状者#咳嗽,咳痰
3

周及以上或痰中带

血$为研究对象%根据临床症状,胸部
Q

线摄片及实

验室检查项目结果%并依据/

S"3AA

)

3)(5

肺结核

诊断0

'

3

(的标准对肺结核患者进行诊断1

+

家医院

入选患者共
-+-

例%剔除未留取标本的患者%最终

-3A

例患者纳入本研究1其中%男
@-+

例#

5+*5B

$%

女
(-4

例#
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$-年龄
-

"

,@

岁%平均年龄

#

4,*@C(4*3

$岁1

&

@@(

&

中国防痨杂志
3)3)

年
3

月第
@3

卷第
3

期
!

I;'1JK1:':<LMN?

%

OMLN<8N

=

3)3)

%

E&9*@3

%

P&/3



二,研究方法与内容

采用配对设计的方法%即一份痰标本同时进行

涂片法,

[2J

培养法和恒温扩增法进行检测%再进行

比较%具体方法如下1

(/

标本留取及
[2J

固体培养!每例患者用痰液

收集瓶收集
+

"

479

痰标本#可多次留$%首先采用

@B

的氢氧化钠溶液对痰标本进行充分液化%静置

(47'1

后用无菌滴管取
)*(79

接种到酸性罗氏培

养基上#接种
3

管$%同时将剩余的液化标本送至分

子生物检测室1每周观察
(

次培养基%发现菌落生

长后%将阳性菌株送至湖南省参比实验室%由专门的

工作人员挑取菌落完成涂片%菌落经抗酸染色镜检

呈阳性者报告培养阳性-

3

个月未见菌落生长报告

培养阴性1同一例患者的
3

管接种标本中%任何一

管发现抗酸杆菌生长即判定为
[2J

培养阳性1

3/

恒温扩增法!吸取培养后剩余的充分液化的

痰标本
(79

加入带旋盖的离心管中#同时将剩余的

液化痰标本送至液基涂片室$%以离心半径
@)?7

%

(3)))N

"

7'1

离心
47'1

%弃上清液1再加入生理盐

水
(79

%混匀%以离心半径
@)?7

%

(3)))N

"

7'1

离心

47'1

%弃上清液%加入
())

/

9

的
$PK

提取液%

())h

加热
()7'1

%加热后迅速冷却#置于
f3)h

冰箱$

()7'1

%以离心半径
@)?7

%

(3)))N

"

7'1

离心

37'1

%将上清液加入含有混匀试剂的
ÌZ

管中%盖

好管盖%以离心半径
@)?7

%

())))N

"

7'1

离心
40

%

立即进行扩增反应-反应程序!

-+h

%反应时间

@47'1

#恒温扩增荧光检测仪型号!

$M8&<2+)AI

$1

结果判读标准为!若扩增曲线呈*

"

+型%检测结果为

阳性%即含有结核分枝杆菌复合群-如果扩增曲线不

呈*

"

+型%是一条直线或倾斜的直线%检测结果为阴

性%即不含结核分枝杆菌复合群1

+/

涂片法!将剩余的所有充分液化的痰标本转

入液基夹层杯#液基夹层杯由湖南天骑生物科技有

限公司生产$中%再加入适量的液基专用消化液#不

能超过
3)79

$%将夹层杯置于干片机中
-)h

灭活

()7'1

%再将其置于离心机中%以离心半径
3)?7

%

@4))N

"

7'1

离心
47'1

%脱盖轻缓弃去所有上清液%

置干片机中
-)h

干片
A7'1

%滴加染液
K

完全覆盖

住基膜%置于干片机中
-)h

热染
47'1

%弃掉
K

液%

用水缓慢沿杯壁冲洗
3

遍%滴加
F

液
4

"

()

滴%脱色

,)0

%用水缓慢冲洗
3

遍%脱色
3

次直至残余的
K

液

脱完%滴加
I

液
4

"

()

滴复染
(

"

47'1

%弃去
I

液%

缓水冲洗
3

次%用取片针将夹层杯内底膜顶出%用镊

子夹出基片%靠近杯底的一面朝上%用吸水纸吸干表

面水分1滴一滴中性胶于玻片%菌膜朝下封片1滴

加镜油%使用显微镜
())

倍油镜阅片1

@/

阳性菌株的菌种鉴定!将运送到湖南省结核

病参比实验室的阳性菌株进行涂片染色%挑取抗酸

染色结果为阳性的适量菌落至装有生理盐水和玻璃

珠的磨菌瓶中%振荡混匀成菌液%静置
(47'1

后%用

无菌滴管吸取
)*(79

到对硝基苯甲酸#

P̀F

$上%置

温箱培养
(

个月后观察结果1若
P̀F

培养基上有

菌落生长%提示为非结核分枝杆菌-若无菌落生长%

提示为结核分枝杆菌复合群1同时吸取
)*(79

滴

到
G̀ F-@

抗原检测板上%

(47'1

后观察结果%检测

板只有
(

条红色的线为阴性%即提示非结核分枝杆

菌或者少量
G̀ F-@

抗原阴性的结核分枝杆菌复合

群-出现
3

条红色的线为阳性%即提示结核分枝杆菌

复合群1最后%将
P̀F

阳性,

G̀ F-@

阴性%

P̀F

阴

性,

G̀ F-@

阴性%

P̀F

阳性,

G̀ F-@

阳性的菌株分

别提取
$PK

%将
$PK

送至北京睿博兴科生物技术

有限公司进行测序%最终确定是否为非结核分枝

杆菌1

4/

评价指标!对比分析
+

种检测方法对结核分

枝杆菌复合群阳性检出率的差异-并以临床诊断为

参考标准%计算各种检测方法的敏感度,特异度,阳

性预测值,阴性预测值,一致率%以及以患者进行每

项检测的实际支出费用为准%计算每种方法的检测

费用1

计算公式!敏感度
H

真阳性例数"#真阳性例数
e

假阴

性例数$

i())B

-特异度
H

真阴性例数"#真阴性例数
e

假阳

性例数$

i())B

-阳性预测值
H

真阳性例数"#真阳性例数
e

假阳性例数$

i())B

-阴性预测值
H

真阴性例数"#真阴性例

数
e

假阴性例数$

i())B

-一致率
H

#两种方法检测均为阳

性例数
e

两种方法检测均为阴性例数$"检测总例数
i

())B

1

+

种方法发现病原学阳性患者的平均检测费

用!每种方法的检测费用均按市场价计算%即按患者

进行上述检测实际支出的费用计算1液基夹层杯涂

片的市场价为
(3)

元"例-

[2J

固体培养的市场价为

4)

元"例-结核分枝杆菌核酸检测#恒温扩增法$的

市场价为
3-)

元"例1

&

4@(

&

中国防痨杂志
3)3)

年
3

月第
@3

卷第
3

期
!

I;'1JK1:':<LMN?

%

OMLN<8N

=

3)3)

%

E&9*@3

%

P&/3



三,质量控制

项目研究现场的选择严格按照随机抽样方法抽

取%以最大程度地反映湖南省的情况-所有参加此项

目的工作人员均进行过严格系统的项目启动培训%

掌握实施方案%项目实施过程中严格按照实施方案

标准进行患者纳入,表格登记,实验操作,结果判断

等%并同时每天做好相关仪器设备的维护保养-实验

操作过程中每批测试均做阴性,阳性质控标本的

测试1

四,统计学分析

采用
6b?M93))5

软件对数据进行整理%并通过

双人核实1采用
"̀""(A*)

软件对数据进行统计分

析1

+

种方法两两之间结核分枝杆菌复合群检出率

的比较采用配对四格表的卡方检验%检验水准
#

H

)*)4

"

+H)*)(5

-

+

种方法的敏感度,特异度,阳性预

测值,阴性预测值,一致率的比较%采用计算率的

,4B

的置信区间进行比较1

结
!!

果

一,临床诊断结果

-3A

例可疑肺结核患者中%临床最终诊断为肺

结核患者
(4+

例#

3@*@B

$-非肺结核患者
@54

例

#

54*-B

$%包括非结核分枝杆菌肺病
-

例1其中

PUG

肺病患者先经过
ÌZ

检测确定为
PUG

%再

取患者培养阳性菌株提取
$PK

送至测序公司进行

测序%最终诊断为
PUG

肺病1

二,

+

种方法阳性检出率和结核分枝杆菌复合

群阳性检出率情况

在肺结核可疑症状者中%

[2J

培养法,涂片法和

恒温扩增法的阳性检出率分别为
(@*AB

#

,+

"

-3A

$,

(+*,B

#

A5

"

-3A

$和
(3*+B

#

55

"

-3A

$1培养共接种

(34-

管%有
+3

管污染#

-@

管$%污染率为
4*(B

-剔

除
-

例
PUG

肺病患者后%涂片法,

[2J

培养法和恒

温扩增法的结核分枝杆菌复合群阳性检出率分别为

(+*4B

#

A@

"

-33

$,

(@*)B

#

A5

"

-33

$和
(3*3B

#

5-

"

-33

$1

采用配对设计的卡方检验#剔除
-

例
PUG

肺病患

者和
+3

例培养污染的患者$%结果显示!每两种方法

结核分枝杆菌复合群阳性检出率之间差异均无统计

学意义%见表
(

"

+

1以临床诊断为参考标准计算

+

种方法的敏感度,特异度,阳性预测值,阴性预测

值,一致率及其
,4B

置信区间%三者之间差异均无

统计学意义1见表
@

1

表
#

!

涂片法与
[2J

培养法的配对四格表

涂片法
[2J

培养法

阳性#例$ 阴性#例$

合计#例$

"

3值
)

值

阳性#例$

54 5 A3 (*+3 )*+4,

阴性#例$

(3 @,- 4)A

合计#例$

A5 4)+ 4,)

注 排除
-

例
PUG

肺病患者和
+3

例培养污染的患者-检验水准
#

H)*)(5

表
!

!

[2J

培养法与恒温扩增法的配对四格表

恒温扩增法
[2J

培养法

阳性#例$ 阴性#例$

合计#例$

"

3值
)

值

阳性#例$

-- A 5@ 4*A+ )*)3@

阴性#例$

3( @,4 4(-

合计#例$

A5 4)+ 4,)

注 排除
-

例
PUG

肺病患者和
+3

例培养污染的患者-检验水准
#

H)*)(5

表
G

!

涂片法与恒温扩增法的配对四格表

恒温扩增法
涂片法

阳性#例$ 阴性#例$

合计#例$

"

3值
)

值

阳性#例$

5) @ 5@ @*)) )*)55

阴性#例$

(3 4)@ 4(-

合计#例$

A3 4)A 4,)

注 排除
-

例
PUG

肺病患者和
+3

例培养污染的患者-检验水准
#

H)*)(5
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表
P

!

以临床诊断为参考标准判断
+

种方法检测的诊断效能

检测方法
临床诊断#例$

肺结核 非肺结核

敏感度

'

B

#

,4B'(

$(

特异度

'

B

#

,4B'(

$(

阳性预测值

'

B

#

,4B'(

$(

阴性预测值

'

B

#

,4B'(

$(

一致率

'

B

#

,4B'(

$(

涂片法
44*3

#

@5*(

"

-+*)

$

,,*-

#

,A*@

"

,,*,

$

,5*-

#

,(*4

"

,,*+

$

A5*3

#

A@*)

"

A,*A

$

AA*-

#

A4*A

"

,(*)

$

!

阳性#例$

A) 3

!

阴性#例$

-4 @@+

!

合计#例$

(@4 @@4

[2J

培养法
45*,

#

@,*A

"

-4*5

$

,,*+

#

,A*)

"

,,*A

$

,-*-

#

,)*+

"

,A*A

$

A5*,

#

A@*5

"

,)*@

$

A,*3

#

A-*@

"

,(*@

$

!

阳性#例$

A@ +

!

阴性#例$

-( @@3

!

合计#例$

(@4 @@4

恒温扩增法
4)*+

#

@3*@

"

4A*+

$

,,*A

#

,A*A

"

())*)

$

,A*-

#

,3*5

"

,,*A

$

A-*)

#

A3*A

"

AA*A

$

A5*-

#

A@*5

"

,)*(

$

!

阳性#例$

5+ (

!

阴性#例$

53 @@@

!

合计#例$

(@4 @@4

注 排除
-

例
PUG

肺病患者和
+3

例培养污染的患者-敏感度
H

真阳性例数"#真阳性例数
e

假阴性例数$

i())B

-特异度
H

真阴性例数"#真阴

性例数
e

假阳性例数$

i())B

-阳性预测值
H

真阳性例数"#真阳性例数
e

假阳性例数$

i())B

-阴性预测值
H

真阴性例数"#真阴性例数
e

假

阴性例数$

i())B

-一致率
H

#真阳性例数
e

真阴性例数$"总例数

表
Q

!

+

种方法的平均检测费用

!

方法
检测

例数

每例样本所

需费用#元$

总费用

#元$

阳性

例数

发现
(

例病原学阳性患者

的平均检测费用#元$

涂片法
4,) (3) 5)A)) A5 A(+*A

[2J

培养法
4,) 4) 3,4)) ,+ +(5*3

恒温扩增法
4,) 3-) (4+@)) 55 (,,3*3

注 平均检测费用以检测
(

例病原学阳性患者的实际支出费用为标准-总费用
H

检测例数
i

每例样本检测的患者支出费用-发现
(

例病原学阳

性患者的平均检测费用
H

总费用"阳性例数

三,

+

种方法的平均检测费用

+

种方法发现
(

例病原学阳性患者的平均检测

费用从高到低依次为恒温扩增法,涂片法,

[2J

培养

法1见表
4

1

讨
!!

论

最新版的肺结核诊断指南)))/

S"3AA

)

3)(5

肺结核诊断0

'

3

(中将结核病分子生物学检测纳入了

结核病病原学检查范畴%这将对各种结核病分子生

物学检测方法提出更高的要求-传统的直接涂片法

简单快捷,成本低,易普及%目前仍是国内最普遍使

用的结核病实验室检测手段'

+

(

%但是其阳性检出率

低%难以满足临床诊断需求%因此本研究采用涂片

法,

[2J

培养法和恒温扩增法同时检测疑似肺结核

患者的痰标本%判断
+

种不同检测方法阳性检出率

的差异1

本研究结果显示%

+

种检测方法对结核分枝杆

菌复合群阳性检出率的差异无统计学意义-以临床

诊断结果为参考标准%

+

种方法的敏感度,特异度,

阳性预测值,阴性预测值差异均无统计学意义1代

小伟等'

@

(

,宋红焕等'

4

(和马晓光等'

-

(的研究结果均

显示分子生物学方法的阳性检出率高于传统涂片

法%这与本研究的结果不完全一致1原因可能是!

#

(

$不同研究的试验设计方法不完全相同%本研究采

用的是配对设计的前瞻性研究%而部分研究则采用

成组设计的回顾性研究%一般成组设计的回顾性研

究存在较大的偏倚%在方法之间进行结果的比较时%

配对设计比成组设计的数据更有说服力-#

3

$所选用

&

5@(
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的分子生物学方法不完全相同%目前上市的结核病

分子生物学检测方法种类很多%不同试剂盒的检测

靶标,引物设计,扩增方式和条件均不完全相同-

#

+

$本研究采用的涂片法是液基夹层杯涂片技术%其

虽也属于涂片技术%但不同于传统的涂片方法%其采

用的是*集菌法+%通过离心过滤将液化后的所有痰

液全部积聚在一张膜上%再经过抗酸染色镜下观察%

其最低检出限值没有数据可查%而培养的最低检出限

值大约为
())

菌落形成单位#

IOd

$"

79

'

5

(

%分子生物

学检测方法的最低检出限值为
()

"

()

@

IOd

"

79

'

A

(

%

简单涂片法的最低检出限值为
()

+

"

()

@

IOd

"

79

'

,

(

%

从方法原理上就能推测液基夹层杯的最低检出限是

高于传统涂片法的1并且平均发现
(

例病原学阳性

患者的检测费用由低到高依次为
[2J

固体培养,涂

片法,恒温扩增法1这提示实验室在这三类诊断技

术方法之间做选择时%在首要考虑各方法阳性检出

率的基础上%需综合考虑各种方法的优势和局限性!

液基夹层杯涂片技术操作简单%工作人员依存性高%

普及程度较高%可当天出具报告%但是只能鉴定到

*是否为抗酸杆菌+的水平-

[2J

固体培养检测费用

低%操作相对简单%且可获得活菌进行药物敏感性试

验%但是结核分枝杆菌生长缓慢%耗时长%需
4

"

A

周

时间%明显滞后于临床对肺结核早期诊断的期

望'

()

(

-核酸检测生物安全程度高%可当天出具报告%

结果可鉴定到*是否为结核分枝杆菌复合群+的水

平%但是对实验室条件要求较高并且检测费用较高1

因此%实验室在进行诊断技术的选择时%应该综

合考虑当前实验室条件,试剂成本,时效性,操作依

从性和结果准确性等因素%选择最适合当地的结核

病诊断技术1如果在经济差的地区%尤其在基层地

区%建议倾向选择使用液基夹层杯涂片和
[2J

固体

培养-若在经济条件好,实验室条件允许的地区%可

根据情况同时使用液基夹层杯涂片,

[2J

固体培养

和结核分枝杆菌核酸检测%从而保证更快,更准确地

获得检测报告1
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