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技术对菌阴肺结核患者

辅助诊断的价值

陈子芳
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魏海冬
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霍丽丽
!

陈琦

"摘要#
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目的 探讨
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P

K:8FEB
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技术对菌阴肺结核患者的辅助诊断价值及其在利福平耐药检测中

的应用价值+方法 收集山东省滨州市结核病防治院在
/%$<

年
)

月至
/%$)

年
/

月期间住院并临床确诊的菌阴肺

结核患者
$/)

例'初治
=(

例*复治
<=

例(和非结核病患者
>$

例'肺癌患者
/>

例*肺炎患者
$=

例*支气管扩张患者

(

例(的晨痰标本#采用
GK-KT

P

K:8FEB

"

[H_

法检测结核分枝杆菌的阳性率.再采用纤维支气管镜刷检涂片法*肺

泡灌洗液结核分枝杆菌培养法和
GK-KT

P

K:8FEB

"

[H_

法检测
$/)

例菌阴肺结核患者的结核分枝杆菌阳性率#对

三者阳性率进行比较.采用比例法对肺泡灌洗液培养阳性菌株作利福平耐药性检测#将检测结果与
GK-KT

P

K:8

FEB
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法检测结果作对比+结果
$/)

例住院菌阴肺结核患者的晨痰采用
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法进行检测#

其中检出阳性
<(

例#占
'@&(?

'

<(

"

$/)

(+

=(

例初治菌阴肺结核患者通过刷检涂片法检测抗酸杆菌阳性
$<

例#阳

性率为
$=&=?

'

$<

"

=(

(#肺泡灌洗液培养阳性
$@

例#阳性率为
//&@?

'
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法检测阳性
<%

例#阳性率为
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法检测阳性率均明显高于刷检涂片法和培养法#差异均有统

计学意义'

"
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#
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(.刷检涂片法与培养法比较#差异无统计学意义'

"

/
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例复治菌阴肺结核患者采用刷检涂片法检测抗酸杆菌阳性
$$

例#阳性率为
/'&<?

'

$$

"

<=

(.肺泡

灌洗液培养阳性
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例#阳性率为
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'
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法检测阳性率均明显高于刷检涂片法和培养法#差异均有统计学意义'
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(.涂片法与培养法比较#差异无统计学意义'
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(+对肺泡灌洗液培养

阳性的
'/

例患者进行利福平耐药性检测#检测结果与
GK-KT

P

K:8FEB

"

[H_

法检测结果一致#耐利福平的患者均

为
<

例#占
$/&>?

'

<

"

'/

(#且两种方法检测的
<

例患者相同+结论
GK-KT

P
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技术检测阳性率较高#对

菌阴肺结核的早期诊断及判定对利福平是否耐药具有较高的临床应用价值+

"关键词#
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结核#肺.
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核酸扩增技术.
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诊断技术和方法.
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评价研究.
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菌阴肺结核是指痰涂片抗酸染色镜检和痰分枝

杆菌分离培养均阴性的肺结核+在肺结核患者中#

痰涂片的阳性检出率一般在
'%?

"

>%?

#分离培养

阳性率在
<%?

"

)%?

之间%

$

&

#全国第五次结核病流

行病学抽样调查报告结果显示#菌阴肺结核患者占

活动性肺结核患者的
='&>?

%

/

&

+临床上#超过
>%?

的肺结核患者为菌阴肺结核患者%

'

&

+因此有
>%?

"

=%?

的患者痰中查不到结核分枝杆菌+由于缺少细

菌学诊断依据#菌阴肺结核的诊断远比菌阳肺结核

困难#从而导致临床上不可避免地存在着误诊和

误治+

由于痰涂片和分离培养敏感度较低#不能直接

检测到结核分枝杆菌#因而应用新的实验室检测技

术#有助于提高菌阴肺结核的诊断水平%

<

&

+

/%$%

年

$/

月
OAL

批准了
GK-KT

P

K:8FEB

"

[H_

在肺结

核诊断中的应用#该技术被
OAL

誉为结核病诊断

中革命性的突破#是
OAL

在
/%$$

年重点推荐的技

术#因其具有较高的敏感度*特异度和操作简便快速

而得到广泛关注%

>

&

+本研究采用
GK-KT

P

K:8FEB

"

[H_

法对菌阴肺结核患者的晨痰和支气管肺泡灌洗

液'

BCV_

(进行检测#为提高菌阴肺结核临床的诊

疗水平提供参考+

资料和方法

一*一般资料

收集
/%$<

年
)

月至
/%$)

年
/

月山东省滨州市

结核病防治院临床确诊的住院菌阴肺结核患者
$/)

例.其中#初治菌阴肺结核患者
=(

例#复治菌阴肺结

核患者
<=

例.男
==

例#女
<(

例.年龄
$(

"

)$

岁#平

均'

<$&(m@&(

(岁+收集同一时期我院确诊的住院

非结核病患者
>$

例'肺癌
/>

例*肺炎
$=

例*支气管

扩张
(

例(作为对照#其中男
/(

例#女
//

例.年龄

$@

"

)(

岁#平均'

</&=m(&>

(岁+

二*诊断标准

菌阴肺结核为
'

次痰涂片及
$

次痰培养均阴性

的肺结核#同时满足以下条件'

$

(

"

'

)

(条中
'

项或

'

=

(

"

'

@

(条中任何一项即可确诊%

)

&

!'

$

(典型肺结核

临床症状和胸部影像学表现.'

/

(抗结核药物治疗有

效.'

'

(临床可排除其他非结核性肺部疾病.'

<

(

XXZ

试验'

>f

(强阳性#血清抗结核抗体阳性.'

>

(痰结核

分枝杆菌的
XD[

和探针检测呈阳性.'

)

(肺外病灶

组织病理证实为结核病变.'

=

(

BCV_

检出结核分枝

杆菌.'

@

(支气管或肺部病灶组织病理证实为结核

病变+

非结核病患者中肺癌*肺炎和支气管扩张等疾

病的诊断参照文献%

=

&+

三*标本采集

>$

例非结核病患者各留取晨痰
$

份#进行

GK-KT

P

K:8FEB

"

[H_

法检测+

$/)

例住院菌阴肺

结核患者各留取晨痰
$

份.并由临床医师对每例患

者进行纤维支气管镜刷检#将刷取物制作
'

张涂片#

同时留取
BCV_

至少
>13

送检.

BCV_

用于结核分

枝杆菌培养法和
GK-KT

P

K:8FEB

"

[H_

法检测+

四*试验方法和仪器

$/)

例菌阴肺结核患者和
>$

例非结核病患者

的晨痰用
GK-KT

P

K:8FEB

"

[H_

法检测#

GK-KT

P

K:8

FEB
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[H_

系统由美国
DK

P

5K#!

公司生产.

$/)

例菌

阴肺结核患者再进行纤维支气管镜取样#每例患者

的刷取物制作
'

张涂片#作抗酸染色镜检#查找抗酸

杆菌#按照3痰涂片镜检实验室质量保证手册4

%
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作.根据3分枝杆菌分离培养标准化操作程序及质量

保证手册4

%

(

&的要求#从
>13

的
BCV_

中吸取
/13

#

加入等量
<?

氢氧化钠溶液处理
$>1#-

#进行分枝

杆菌分离培养+当酸性罗氏培养基上生长菌落时#

刮取菌落作比例法利福平药物敏感性试验'简称,药

敏试验-(#按照3结核分枝杆菌药物敏感性试验标准

化操作程序及质量保证手册4

%

$%

&严格操作+随后再

取
BCV_$13

放在防漏的收集器皿中#加入

GK-KT

P

K:8FEB

"

[H_

处理液
/13

#盖紧剧烈摇动

$%

"

/%

次#室温处理
$>1#-

后#用无菌吸管吸取

/13

#加入
GK-KT

P

K:8FEB

"

[H_

反应盒中的标本

孔中#注意防止产生气泡#盖紧盖子后上机开始测

试#报告是否检出结核分枝杆菌及是否对利福平

耐药+

五*结果判定

抗酸染色镜检查找抗酸杆菌#根据涂片抗酸杆

菌菌量多少判为,

iiii

-,

iii

-,

ii

-,

i

-*

阴性+

GK-KT

P

K:8FEB

"

[H_

结果的判断依照探针

的循环阈值'

D8

值(#当内对照探针
D8

值
&

'@

即为

阳性#

>

个探针中至少
/

个探针
D8

值
&

'@

即为检测

到结核分枝杆菌#可进一步按照
D8

值对结核分枝杆

菌进行半定量.其中
D8

值
#

$)

为结核分枝杆菌高

含量#

D8

值
$)

"

//

为结核分枝杆菌中等含量#

D8

值

//

"

/@

为结核分枝杆菌低含量#

D8

值
"

/@

为结核

分枝杆菌极低含量%

$$

&

+培养基斜面无肉眼可见菌

落生长为阴性#培养基斜面有肉眼可见菌落生长为

阳性+常规利福平药敏试验采用比例法.

GK-KT

P

K:8

FEB

"

[H_

法检测利福平耐药的基础在于结核分枝

杆菌特异性分子信标早期
D8

值和晚期
D8

值之差#

即
(

D8

值#当
(

D8

值
"

'&>

时提示对利福平耐药#

当
(

D8

值
&

'&>

时提示对利福平敏感%

$/

&

+由于终

止循环数为
'@

个循环#当早期探针
D8

值
"

'<&>

或

晚期探针
D8

值
"

'@

时#利福平药敏试验结果为不

确定+

六*统计学处理

建立
0̀7K3

数据库收集数据#运用
UXUU$=&%

软件进行统计学分析#组间阳性检出率的比较采用

"

/检验#以
)

#

%&%>

为差异有统计学意义+本研究

的各项指标相关定义如下!敏感度
b

真阳性例数"'真阳

性例数
i

假阴性例数(

a$%%?

#特异度
b

真阴性例数"'真阴

性例数
i

假阳性例数(

a$%%?

#假阳性率
b

假阳性例数"'真

阴性例数
i

假阳性例数(

a$%%?

#假阴性率
b

假阴性例数"

'真阳性例数
i

假阴性例数(

a$%%?

+

结
!!

果

一*菌阴肺结核患者和非结核病患者晨痰的

GK-KT

P

K:8FEB

"

[H_

法检测情况

$/)

例住院菌阴肺结核患者和
>$

例非结核病

患者的晨痰采用
GK-KT

P

K:8FEB

"

[H_

法检测#其

中菌阴肺结核患者结核分枝杆菌检出阳性
<(

例#占

'@&(?

'

<(

"

$/)

(+具体见表
$

+

二*菌阴肺结核患者刷检涂片法*

BCV_

培养法

和
BCV_GK-KT

P

K:8FEB

"

[H_

法检测情况

=(

例初治菌阴肺结核患者的
BCV_GK-KT

P

K:8

FEB

"

[H_

法检测结核分枝杆菌阳性率明显高于刷

检涂片法和
BCV_

培养法#差异均有统计学意义

'

"

/

b$(&%/

#

)b%&%%>

.

"

/

b$'&$@

#

)b%&%%>

(.刷

检涂片法与
BCV_

培养法阳性率的比较#差异无统

计学意义'

"

/

b%&)'

#

)b%&>%%

(+

<=

例复治菌阴肺

结核患者的
BCV_GK-KT

P

K:8FEB

"

[H_

法检测阳

性率均明显高于刷检涂片法和
BCV_

培养法#差异

均有统计学意义'

"

/

b$$&'$

#

)b%&%%>

.

"

/

b=&'$

#

)b%&%%>

(.刷检涂片法与
BCV_

培养法阳性率的

比较#差异无统计学意义'

"

/

b%&<(

#

)b%&>%%

(+

具体见表
/

+

三*刷检涂片法和
BCV_GK-KT

P

K:8FEB

"

[H_

法敏感度*特异度*假阳性率和假阴性率分析

$/)

例菌阴肺结核患者
BCV_

培养阳性者
'/

例#以培养结果作为金标准#刷检涂片法的敏感度*

特异度*假阳性率和假阴性率分别为
=@&$?

'

/>

"

'/

(*

$%%&%?

'

(<

"

(<

(*

%&%?

'

%

"

(<

(和
/$&(?

'

=

"

'/

(.

BCV_GK-KT

P

K:8FEB

"

[H_

法的敏感度*特异度*

表
?

!

$/)

例菌阴肺结核患者和
>$

例非结核病患者晨痰的
GK-KT

P

K:8FEB

"

[H_

法检测结果

组别 高含量 中等含量 低含量 极低含量 阴性

非结核病患者'

>$

例(

%

'

%&%

(

%

'

%&%

(

%

'

%&%

(

%

'

%&%

(

>$

'

$%%&%

(

初治患者'

=(

例(

%

'

%&%

(

%

'

%&%

(

$/

'

$>&/

(

$@

'

//&@

(

<(

'

)/&%

(

复治患者'

<=

例(

%

'

%&%

(

$

'

/&$

(

(

'

$(&/

(

(

'

$(&/

(

/@

'

>(&>

(

菌阴患者'

$/)

例(

%

'

%&%

(

$

'

%&@

(

/$

'

$)&=

(

/=

'

/$&<

(

==

'

)$&$

(

注 表中括号外为,例数-#括号内为,构成比'

?

(-.

GK-KT

P

K:8FEB

"

[H_

结果的判断依照探针的循环阈值'

D8

值(#其中
D8

值
#

$)

为结核分枝

杆菌高含量#

D8

值
$)

"

//

为结核分枝杆菌中等含量#

D8

值
//

"

/@

为结核分枝杆菌低含量#

D8

值
"

/@

为结核分枝杆菌极低含量%

$$

&

$

(/@

$

中国防痨杂志
/%$)

年
$%

月第
'@

卷第
$%

期
!

D5#-IC-8#8J9K:7

#

L78"9K:/%$)

#

M"3&'@

#
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表
@

!

$/)

例菌阴肺结核患者支气管镜取样
'

种方法检测结果

组别 例数
刷检涂片法

BCV_

培养法
BCV_GK-KT

P

K:8FEB

"

[H_

法

阳性 阴性 阳性 阴性 阳性 阴性

初治患者
=( $<

'

$=&=

(

)>

'

@/&'

(

$@

'

//&@

(

)$

'

==&/

(

<%

'

>%&)

(

'(

'

<(&<

(

复治患者
<= $$

'

/'&<

(

')

'

=)&)

(

$<

'

/(&@

(

''

'

=%&/

(

/=

'

>=&<

(

/%

'

</&)

(

合计
$/) />

'

$(&@

(

$%$

'

@%&/

(

'/

'

/>&<

(

(<

'

=<&)

(

)=

'

>'&/

(

>(

'

<)&@

(

注 表中括号外为,例数-#括号内为,构成比'

?

(-

表
J

!

$/)

例菌阴肺结核患者的
BCV_

采用培养*刷检涂片和
GK-KT

P

K:8FEB

"

[H_

法检测结果对比

BCV_

培养法
刷检涂片法

BCV_GK-KT

P

K:8FEB

"

[H_

法

阳性例数 阴性例数 阳性例数 阴性例数
合计

阳性例数
/> = '/ % '/

阴性例数
% (< '> >( (<

合计
/> $%$ )= >( $/)

假阳性率和假阴性率分别为
$%%&%?

'

'/

"

'/

(*

)/&@?

'

>(

"

(<

(*

'=&/?

'

'>

"

(<

(和
%&%?

'

%

"

'/

(+

具体见表
'

+

四*比例法和
GK-KT

P

K:8FEB

"

[H_

法对利福

平耐药检测的结果

$/)

例初治和复治菌阴肺结核患者的
BCV_

#

经培养结核分枝杆菌阳性者
'/

例#分别取其菌落采

用比例法进行利福平药敏试验#结果耐利福平者

<

例#占
$/&>?

'

<

"

'/

(.与
BCV_

采用
GK-KT

P

K:8

FEB

"

[H_

法检测的耐药患者例数一致#且两种方

法检测的
<

例患者相同+

讨
!!

论

结核病是由结核分枝杆菌感染引起的传染病#

其中菌阴肺结核为
'

次痰涂片及
$

次痰培养均阴性

的肺结核#但是从理论上讲无菌阴肺结核存在的可

能性+从实际情况来看#结核分枝杆菌涂片和培养

的阳性或阴性检出受多种因素的影响!'

$

(标本的质

量和性质.'

/

(病变在肺野的位置.'

'

(病变是封闭还

是开放.'

<

(病变的性质和其中能够排出的菌量及排

出时间间歇.'

>

(结核分枝杆菌存在的形态.'

)

(培养

标本含有的菌量和是否为活菌.'

=

(培养前处理的过

程中结核分枝杆菌的损伤程度.'

@

(培养基营养成分

的有限性等+此外#菌阳肺结核患者随着化疗的进

程#结核分枝杆菌典型的菌群数量下降#而结核分枝

杆菌变异为球状微粒小体的患者比例可高达
@%?

左

右%

$

&

+由于菌阴肺结核较难获得细菌学检测依据#临

床诊断在综合分析患者的症状*体征*影像学及实验

室检查结果的同时#及时获得来自患者病变处标本并

进行
GK-KT

P

K:8FEB

"

[H_

法检测是十分重要的+

表
$

显示#

$/)

例菌阴肺结核患者的晨痰#经

GK-KT

P

K:8FEB

"

[H_

法检测
<(

例为阳性#占
'@&(?

+

表
/

显示#

'

种检测方法中#

GK-KT

P

K:8FEB

"

[H_

法结核分枝杆菌阳性检出率最高#为
>'&/?

.

BCV_

检测较刷检阳性检出率'

$(&@?

(提高了
''&<?

#较

培养阳性检出率'

/>&<?

(提高了
/=&@?

+国内报

道菌阴肺结核刷检阳性率在
/$&(?

"

)=&/?

之间#

BCV_

培养阳性率在
$=&$?

"

@'&)?

之间%

$'.$(

&

#结

果相差较大#可能与患者的个体差异及取材有关+

国外文献报道#

BCV_

采用
GK-KT

P

K:8FEB

"

[H_

法检测#对痰涂片阴性标本检测的敏感度为
>=?

"

@'?

%

/%.//

&

.也有报道#临床结核病患者结核分枝杆

菌培养阴性的标本在
GK-KT

P

K:8FEB

"

[H_

检测中

的结果却为阳性#且
D8

值均
"

//

#即标本中含菌量

很低%

/'

&

+本研究结果显示#菌阴肺结核患者采用

GK-T

P

K:8FEB

"

[H_

法检测
BCV_

标本#结果
D8

"

//

的阳性标本
<@

例#占阳性检出标本的
(=&()?

'

<@

"

<(

(#提示
GK-T

P

K:8FEB

"

[H_

法检测的优势

在于能检测出结核分枝杆菌含量较低的标本#与

[275"\

等%

/'

&的研究报道一致+

GK-T

P

K:8FEB

"

[H_

法检测
BCV_

标本的结核分枝杆菌阳性率明显高

于痰标本!

$/)

例菌阴肺结核患者通过
GK-KT

P

K:8

FEB

"

[H_

法检测晨痰#阳性者共
<(

例#而
BCV_

采用
GK-KT

P

K:8FEB

"

[H_

法检出阳性
)=

例#提示

菌阴肺结核可疑患者送检标本进行结核分枝杆菌检

测时#

BCV_

标本优于痰标本+表
/

*

'

中#

BCV_

培

养阴性而
GK-T

P

K:8FEB

"

[H_

检测阳性#疑似出现

假阳性#其实为培养法敏感度低所致+

BCV_

培养

法除可初步诊断结核病外#并可获得活的菌株#目前

仍没有其他方法可替代+近几年来#我国
GK-KT

P

K:8

FEB

"

[H_

技术多应用于肺结核痰标本的检测#

GK-KT

P

K:8FEB

"

[H_

检测痰标本验证了其具有较

$

%'@

$

中国防痨杂志
/%$)

年
$%

月第
'@

卷第
$%

期
!

D5#-IC-8#8J9K:7

#

L78"9K:/%$)

#

M"3&'@

#

N"+$%



高的敏感度和特异度%

/<./)

&

#但应用于菌阴肺结核患

者
BCV_

的检测报道甚少#有待于更加广泛地探讨

和研究+

GK-KT

P

K:8FEB

"

[H_

技术以
!

"

#$

基因为靶

基因#自动提取
ZNC

后扩增
!

"

#$

基因的
$(/9

P

片

段进行检测#同时采用
)

种分子信标同时检测
)

种

探针#其中
>

个相互重叠分子探针'以
C

"

0

命名(

选择性覆盖
!

"

#$

基因的
@$9

P

核心区#用于检测利

福平是否耐药#

!

"

#$

基因是利福平耐药基因#

(>?

以上的利福平耐药菌株有
!

"

#$

基因变异+本研究

结果显示#

GK-KT

P

K:8FEB

"

[H_

法利福平耐药检

测结果与比例法一致#耐利福平者
<

例#占
$/&>?

'

<

"

'/

(#与国内有关报道相似%

/<./)

&

+但因药敏试验

菌株量普遍较少#有待进一步积累和探讨+

B"K51K

等%

/=

&报道#以常规药敏试验为检测利福平耐药的金

标准#

GK-KT

P

K:8 FEB

"

[H_

法能正确鉴定 出

(=&)?

的利福平耐药菌株#也能准确排除
(@&$?

的

利福平敏感标本+此外#由于大部分'约
@)?

(利福

平耐药菌株同时对异烟肼耐药%

/@

&

#故在利福平耐药

的情况下#一定程度上可作为耐多药结核病的筛查

和监测指标+

GK-KT

P

K:8FEB

"

[H_

技术以半巢式实时定量

XD[

技术为基础#整合了
XD[

检测所需要的
'

个

步骤'样品准备*

ZNC

扩增*检测(#标本准备完全实

现自动化#检测全过程不超过
/5

+

GK-KT

P

K:8

FEB

"

[H_

技术是一种操作简便*快速*敏感度和特

异度高*对操作人员安全的重要方法#该技术的应用

对菌阴肺结核患者早期诊断和治疗具有较大价值+

但是#

GK-KT

P

K:FEB

"

[H_

系统设备和试剂盒均较

为昂贵#短时期内在基层结核病防治机构推广尚存

在一定的难度+

参
!

考
!

文
!

献

%

$

&潘毓萱#赵雁林
+

菌阴肺结核的细菌学含义
+

中华结核和呼吸

杂志#

/%%>

#

/@

'

$%

(!

)=$.)=<+

%

/

&全国第五次结核病流行病学抽样调查技术指导组#全国第五次

结核病流行病学抽样调查办公室
+/%$%
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