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在儿童结核病诊断中的应用进展
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&摘要' 儿童结核病临床表现不典型&检测标本中结核分枝杆菌载量低&加之传统实验室检查方法敏感度低

且耗时长&使得儿童结核病早期精准诊断面临巨大挑战)新一代
X

F

DABOKN

"

Y#QR:BA9

$简称*

X

F

DABR:BA9

+%方法

凭借其较高的检测性能和较短的检测时间&正逐渐引起研究者和临床医生的关注)笔者对
X

F

DABR:BA9

技术在儿

童结核病诊断中的应用进行综述&以期为儿童结核病诊治提供帮助)
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儿童结核病存在较多漏诊和误诊且死亡率相对较高&因

此&儿童结核病的防控面临着很大的挑战)目前&儿童结核

病诊断的传统实验室检测方法如抗酸染色'固体培养或液体

培养&敏感度低且耗时长)另外&儿童结核病大多数为原发

性肺结核&标本的菌载量较低且不易采集&结核分枝杆菌
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OKN

%培养和涂片检查阳性率

低&导致儿童结核病早期诊治相对困难)因此&研发更加快

速'敏感的检测方法对儿童结核病的早期诊断和及时治疗至

关重要)
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+%是世界卫生组织
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%推荐用于结核病早期诊

断和利福平耐药检测的分子诊断技术)

X

F

DAB

检测技术具

有较高的敏感度和特异度&并且能够准确'快速检测出
OKN

及其对利福平的耐药性)因此&该技术广泛应用于肺结核和

肺外结核的诊断)尽管
X

F

DAB

检测技术具有较高的敏感度&

但是在含菌量较少的患者$如儿童结核病患者%中的检测敏

感度较低.
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&并且对不同类型的肺外结核标本检测敏感度

差别较大.
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)为了进一步提高
X

F

DAB

检测技术的敏感度&新

一代的
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$简称*

X

F

DABR:BA9

+%检测技术

被研发并应用)该检测技术已经开始应用于成人结核病检

测&并且多项研究结果证明其诊断成人结核病的敏感度优于

X

F

DAB

检测.
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)目前&

X
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DABR:BA9

检测技术在儿童结核病

诊断中的研究相对较少&为此&笔者对其在此方面的研究及

应用进展进行综述)

一'
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与
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F
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技术原理对比

3)(6

年
+

月&
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推荐使用新一代的检测方法
X

F

DAB

R:BA9

替代
X

F

DAB

&旨在提高检测敏感度)与
X

F

DAB

相比&
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DABR:BA9

检测技术的
5GY

扩增体系由原来的
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'
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增加

至
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'
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&并且在
X

F

DAB

检测单个
;7
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E

目的基因的基础上增

加检测
3

种多拷贝序列
#"-(()

和
#"()4(

)这些技术的改进

使
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DABR:BA9

对
OKN

的检出下限由原来的
((3*-GQR

"
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下降为
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&与
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相比敏感度提高了
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此外&

X
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DABR:BA9

检测原理由半定量半巢式循环阈值比较

变为半定量巢式
5GY

&并采用了高分辨率熔解曲线技术)

改善了
X

F

DAB

检测
;7

K

E

基因突变类型中*沉默突变+错误报

阳的情况&重新设计了
;7

K

E

基因的分子信标&提高了利福平

耐药相关第
SS+

位密码子突变检测能力&以及使
]S(+]

'

QS(TQ

沉默突变与其他利福平耐药相关的决定区域的突变

得以区分&从而更好地区分
;7

K

E

突变种类及在混合感染时

检测利福平耐药情况)

X
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检测技术的另一个优势

是检测时间明显缩短&报阳和报阴时间由
X

F

DAB

的
(()8'1

分别缩短至
668'1

和
--8'1

&从而有利于患者的快速诊断

和及时采取治疗措施.
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对儿童结核病诊断的敏感度

$一%

X
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DABR:BA9

检测不同类型标本的敏感度

X

F

DABR:BA9

检测不同类型临床标本的效能不同)在儿

童结核病诊断中检测的标本类型包括痰液'胃液'支气管肺

泡灌洗液$
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NVWQ

%'鼻咽抽吸

物'粪便等)目前以痰标本
X

F

DABR:BA9

检测开展的研究最

多)研究表明&在呼吸道样本中&

X

F

DABR:BA9

检测
NVWQ

的

敏感度最高&胃液和痰液次之&鼻咽拭子较低.
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)痰液是

肺结核诊断应用最广泛的呼吸道样本类型)以痰标本
OKN

培养结果为金标准&

X

F

DABR:BA9

检测痰标本诊断肺结核的

敏感度为
S4Z

$

6SZ

.
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ODB9

分析结果显示&

X

F

DAB

检测痰标本诊断肺结核的汇总敏感度约为
-3Z

.
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等.

(T

/研究显示&以
OKN

培养或涂片抗酸染色镜检结果为金

标准时&

X

F

DABR:BA9

检测
NVWQ

标本诊断肺结核的敏感度

可达
,(Z

)

\9A

等.

(S

/研究显示&以痰培养结果为金标准&

X
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DABR:BA9

检测鼻咽抽吸物诊断肺结核的敏感度为
T-Z

)

在消化道样本中&已有很多研究报道了胃液
X

F

DAB

检测在儿

童结核病诊断中的准确性.
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D1

等.
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/荟萃分析显示&

X

F

DAB

检测胃液标本诊断肺结核的汇总敏感度为
--Z

)

">1

等.
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/研究显示&以
OKN

培养结果为金标准&

X
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DABR:BA9

检

测儿童胃液标本诊断肺结核的敏感度可达
46*SZ

)两项研

究评估了
X

F

DABR:BA9

检测儿童粪便标本诊断肺结核的临床

应用价值)

e9C'A

等.
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/研究显示&以痰
OKN

培养结果为金

标准&

X

F

DABR:BA9

检测儿童粪便标本诊断肺结核的敏感度

优于
X

F

DAB

$

44*,Z8666*4Z

%(该研究中粪便标本
X
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DAB

R:BA9

阳性的检测结果中
4)Z

为*痕量$

BA9?D
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研究显示&

X
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DABR:BA9

检测粪便和呼吸道样本的一致性可

达
4T*(Z

&检测粪便样本诊断儿童肺结核的敏感度为

TS*SZ

&与细菌学培养敏感度相同)一篇纳入
,

项研究的

ODB9

分析显示&

X

F

DAB

检测粪便标本诊断儿童肺结核的汇总

敏感度为
-6Z

.
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&与检测痰标本的诊断敏感度$

-3Z

%

相当.
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诊断培阴涂阴结核病的敏感度

既往研究显示&结核病患儿培养阳性率约为
+)Z

$

T)Z

.

36

/

&抗酸染色镜检阳性率仅为
-*4Z

.
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)因此&在儿童

结核病中也会存在一定比例的培阴涂阴患者)涂阴患者也

具有传染性&约有
()Z

$

3)Z

结核病患者的传播来源于涂

阴患者.
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&并且由于缺乏细菌学证据导致误诊误治&从而使

涂阴患者的病死率高达
3)Z

.
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/

)加强该部分患儿的早期快

速诊断&对于及早诊治尤为重要)目前&关于
X

F

DABR:BA9

检

测技术在涂阴结核病患者中的应用多集中于成人&

X

F

DAB

R:BA9

诊断成人培阳涂阴肺结核患者的敏感度优于
X

F

DAB

&较

X

F

DAB

提高了
(+Z

$

3SZ

.
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&
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/研究显示&在

X
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DABR:BA9

和
X

F

DAB

诊断儿童涂阴肺结核的敏感度分别为

TT*TZ

和
36*4Z

&

X

F

DABR:BA9

的诊断敏感度明显高于

X

F

DAB

)由上述研究结果可知&

X

F

DABR:BA9

诊断敏感度相对

较好&有助于患儿的早期诊断和早期治疗&控制疾病的进展)

$三%
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检测
OKN

"

M#H

双重感染的敏感度

结核病是艾滋病患者最常见的机会感染之一&约占

3)Z

$

S)Z

&艾滋病患者结核病发病率是正常人的
+)

倍.

+(

/

)

艾滋病并发结核病患者死亡率较高&特别是儿童患者&免疫

损伤更严重&导致
OKN

广泛播散'病情进展更快和临床表

现复杂)因此&早期诊断并及时治疗对降低此类患者的死亡

率至关重要)

X

F

DAB

和
X

F

DABR:BA9

被推荐用于
OKN

"

M#H

双重感染的检测)

3)(T

年
^M!

出版的3国家结核病规划

关于儿童结核病处理指南4建议&对疑似
M#H

感染的结核病

患儿&

X

F

DAB

可先于培养法和抗酸染色法作为初筛方法.
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ODB9

分析显示&

X

F

DAB

诊断儿童结核病并发
M#H

感染的汇

总敏感度为
6)Z

.

(

/

)

"9C'

等.
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/研究表明&

X

F

DABR:BA9

检测

该类患者的敏感度更高&较
X

F

DAB

增加了
(,Z

)

三'

X

F

DABR:BA9

诊断儿童结核病的特异度

X

F

DABR:BA9

检测在敏感度增高的同时不可避免地会引

起特异度降低.
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)该检测方法的特异度受检测地区结核病

发病率及患病人群的影响)在结核病发病率低于
())

"

()

万

的国家或地区&

X

F

DABR:BA9

检测的特异度为
,,Z

(在结核病

发病率高于
())

"

()

万的国家或地区&其检测特异度为

,SZ

.

3
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)结核病发病率高的地区人群有既往结核病病史的

比例高&

X

F

DABR:BA9

因其检出限较低能够检测到既往感染

者体内残存少量的
OKN

核酸&从而导致其检测特异度降

低)

X

F

DABR:BA9

检测各种类型标本用于诊断儿童结核病

时&其特异度较为接近&为
,-*,Z

$

,,*TZ

.

(32(-
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&高于其在

成人检测中的特异度.

T

/

)这可能与成人既往结核病病史比

例高于儿童有关$

3(Z866Z

%

.
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四'
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在实际应用中的要点

$一%不同类型标本检测的处理流程及影响因素

痰液'鼻咽抽吸物'

NVWQ

的处理流程类似&加入标本处

理液后振荡并室温孵育后&加入试剂盒进行检测)胃液标本

因为
F

M

值较低&需要加入等体积
(*SZ

的氢氧化钠中和胃

酸(振荡并室温孵育&离心后的沉淀添加标本处理液并加入

试剂盒进行检测)粪便标本因含有较多的杂质&与其他标本

处理步骤不同)待测粪便标本加入粪便处理液'标本处理液

和玻璃珠振荡混匀并室温孵育&混合物过滤后才能加入试剂

盒进行检测)

如采集的标本
()%

内进行检测&则建议放在
3

$

4h

冷

藏)如长期储存则建议冷冻保存)在加入标本处理液之后&

#

TT4

#
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如不能立即处理则需要放
3h

$

4h

冷藏&并于
T<

内加入

试剂盒进行检测(如果加入试剂盒后&则需要在
+)8'1

内上

机检测)标本的储存时间是否会影响检出率也存在一些不

一致的结论)例如&

"'1

=

<

等.

+T

/认为&随着胃液储存时间延

长&

X

F

DAB

检测的阳性率也下降&在冷冻储存
-S)

$

4T,%

内&

其阳性率为
66*(Z

&而超过
()S)%

后其阳性率降至
S)Z

)

但该研究结果也提示&即使采用冷冻存放
T

年以上的胃液标

本&其检出率也可以达到
S)Z

)这可能与分子生物学方法

较高的敏感度有关)尽管如此&在有条件的情况下&采集标

本后尽快进行检测有助于保证标本的检出效率)

$二%不同类型样本的选择和联合应用

呼吸道样本中以痰液'

NVWQ

'鼻咽拭子使用较多)由

于痰标本采集具有无创性&大年龄'能够自主咳痰儿童可优

先选择采用痰液进行检测)但是大多数情况下&儿童肺结核

患者痰标本获取难度大&不合格率高且含菌量较少&因此&临

床广泛探索其他呼吸道标本用于
X

F

DABR:BA9

检测&以期提

高检出率)在符合气管镜检查指征且行支气管肺泡灌洗的

结核病患儿中&

NVWQ

也是非常有效的检测标本)但
NVWQ

的采集受医院资源设备'医生技术水平等多种因素的影响&

在基层医院和疾病高负担国家和地区应用受到一定的限制)

另外&鼻咽抽吸物相对容易获取&也可作用无痰患儿的补充

样本)

除外呼吸道样本&消化道样本中胃液和粪便也是儿童结

核病诊断的重要样本类型)儿童因其生理特点无法咳出呼

吸道分泌物&而通过吞咽活动将含有
OKN

的分泌物吞咽入

消化道&在其胃液和粪便标本中可检测到
OKN

&因此&适用

于排痰困难的儿童)胃液一直被国内外推荐作为住院儿童

进行病原体检测的标本类型)例如&德国
S)Z

以上的肺结

核患儿都是采用胃液
OKN

培养得以确诊.

+S

/

)

ODB9

分析和

临床研究的数据也都显示&

X

F

DAB

和
X

F

DABR:BA9

检测胃液'

粪便与呼吸道标本的敏感度接近&甚至略高&均在
-)Z

以

上.

(

&

3S23-

/

)研究显示&消化道标本检出的阳性率随年龄逐渐

下降.

(-

&

+S

/

&在小于
(

岁患儿中检出率最高.

+S

/

&提示胃液标本

在咳痰困难的小年龄患儿中诊断价值更高)

因此&

X

F

DABR:BA9

检测技术用于儿童肺结核诊断时&首

先应考虑无创性痰标本和鼻咽抽吸物进行检测)如果患儿

不能自主排痰&或者痰液标本质量无法达到检测要求时&可

选择胃液标本)其次&粪便标本也是很好的补充标本类型&

但目前仍需要进一步的验证)在满足纤维支气管镜检查适

应证且条件允许时&可考虑
NVWQ

检测)

\9A

等.

(S

/指出&

3

次鼻咽抽吸物取样用于
X

F

DABR:BA9

检

测可将其敏感度增加至
STZ

(单次痰标本联合单次鼻咽抽

吸物进行检测&

X

F

DABR:BA9

的敏感度可高达
4)Z

(单次痰标

本联合
3

次鼻咽抽吸物进行检测&

X

F

DABR:BA9

的敏感度可

升高至
46Z

)虽然
X

F

DABR:BA9

检测鼻咽抽吸物的敏感度低

于痰标本&但是多次取样及联合多种不同类型标本进行检测

也可以提高其对
OKN

的检出率)因此&针对诊断困难的儿

童结核病患者&尤其是培阴涂阴结核病和结核病并发
M#H

感染的患儿&选择敏感度高的分子生物学方法可提高检出

率&而且多次取样和联合多种标本同时进行检测也可有效提

高其诊断效能)

$三%

X

F

DABR:BA9

的痕量结果判读

X

F

DABR:BA9

检测结果在
X

F

DAB

的基础上增加了*痕量+

这一项)*痕量+结果被认为是导致
X

F

DABR:BA9

检测特异度

降低的主要原因&通常代表无活力的细菌&尤其在有近期结

核病病史的人群中.

,

/

)然而&由于儿童结核病患者
OKN

载

量较低&在儿童中
X

F

DABR:BA9

检测结果为*痕量+的患者多

数可诊断为结核病.

(+2(S

/

)成人有结核病病史的比例高于儿

童&如果将成人
X

F

DABR:BA9

检测为*痕量+患者视为阳性&则

容易出现假阳性)为了解决这一问题&研究者将
X

F

DAB

R:BA9

检测*痕量+结果给出了
+

种解读方案!一是直接将该

检测结果划分为阴性结果(二是将有结核病病史且出现*痕

量+结果的患者视为阴性(三是重新采集标本再进行
X

F

DAB

R:BA9

检测&如果第
3

次检测结果为阴性则视为阴性患者&如

果第
3

次检测结果为阳性则视为阳性患者.

T

/

)研究表明&第

(

种方案的
X

F

DABR:BA9

检测特异度最高&但是以该分类分

析
X

F

DABR:BA9

检测敏感度也会随之下降(第
3

'

+

种方案在

提高
X

F

DABR:BA9

检测特异度的同时也维持了相对较高的敏

感度.

T

/

)

综上所述&

X

F

DABR:BA9

检测可以明显提高儿童结核病

患者&以及临床难以诊断的涂阴肺结核患者'结核病并发

M#H

感染等载菌量较低患者的检出率)目前&在儿童群体

中
X

F

DABR:BA9

检测主要应用于肺结核的诊断&并且当前所

用标本多为呼吸道标本和胃液标本)未来&还需要评估

X

F

DABR:BA9

用于肺外结核诊断的临床应用价值&探讨其对

不同类型标本的检测效能)
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