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可以作为进一步评估女性患者发生输血无效风险

的重要参考依据。
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  [摘要] 目的:比较GeneXpertMTB/RIF试验(Xpert试验)与4种结核分枝杆菌检测方法,探讨Xpert试验

在肺结核快速诊断中的应用价值。方法:收集2015-08—2016-02武汉市肺科医院各病区送检的同一患者的3份

痰标本共计536例,同时进行荧光抗酸染色涂片、结核分枝杆菌核酸扩增荧光检测(TB-DNAPCR)、Xpert试验、
罗氏固体培养及 MGIT960液体培养检测,比较5种方法在诊断结核病中的敏感度与特异度。结果:荧光抗酸染

色涂片、TB-DNAPCR、Xpert试验、罗氏固体培养及 MGIT960液体培养检测结核分枝杆菌的敏感度分别为

42.97%、57.57%、62.43%、54.59%和62.43%;特异度分别为95.27%、99.21%、98.42%、88.97%及88.19%。
在涂片阳性肺结核中,Xpert检出率为99.37%(158/159),MGIT960培养检出率为98.11%(156/159);在涂片阴

性肺结核中,Xpert检出率为34.60%(73/211),MGIT960培养检出率为35.55%(75/211)。在220例Xpert检测

与培养均阳性的标本中,两者均耐药为32例,均敏感为179例,Xpert利福平耐药而比例法敏感为8例,Xpert利

福平敏感而比例法耐药为1例。2种方法检测利福平耐药具有高的一致性(Kappa值0.85)。结论:Xpert试验在

肺结核诊断中具有与金标准液体培养一致的敏感性,同时快速筛查利福平耐药结核,对控制耐药结核的传播具有

重要的临床价值,值得在临床推广应用。
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Abstract Objective:ToexplorerapiddiagnosisofGeneXpertMTB/RIFassay(Xpertassay)ontuberculo-
sisbycomparingXpertwithfourmycobacteriumtuberculosis(MTB)detectionmethods.Method:FromAugust
2015toFebruary2016,536patientswereincludedinthestudy,3sputumspecimensfromeverypatientwerecol-
lectedforsmearfluorescentstaining,TB-DNAPCR,Xpertassay,L-JsolidcultureandMGIT960liquidculture.
Sensitivityandspecificityof5detectionmethodswerecompared.Result:Sensitivitiesofsmearfluorescentstai-
ning,TB-DNAPCR,Xpertassay,L-Jsolidcultureand MGIT960liquidculturewere42.97%,57.57%,

62.43%,54.59%and62.43%,respectively.Specificitiesoffivemethodswere95.27%,99.21%,98.42%,

88.97%and88.19%.Amongthesmear-positivepatients,thedetectionratesofXpertandMGIT960liquidcul-
turewere99.37% (158/159),98.11% (156/159)respectively;amongthesmear-negativepatients,thedetec-
tionratesofXpertandMGIT960liquidculturewas34.60% (73/211),35.55% (75/211)respectively.MTB
wasdetectedbyXpertandMGIT960liquidculturefrom220patients,inwhich32strainswereresistanttorifam-
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picinbytwomethods,179strainsweresensitivetorifampicinbytwomethods,8strainswereresistantbyXpert,

butsensitivebytheproportionmethod,1strainwassensitivebyXpert,butresistantbytheproportionmethod.
Thetwomethodshadexcellentconsistency (Kappavalue0.85)Conclusion:Xpertassayhassimilarsensitivity
withthegoldstandardMGIT960liquidcultureindiagnosisoftuberculosisandcanrapidlyscreenresistanceofrif-
ampicin.Themethodisworthexpandingandapplyinginclinicalpractice.

Keywords GeneXpertMTB/RIFtest;Mycobacteriumtuberculosis;detection;MGIT960

  结核病是由结核分枝杆菌感染引起的慢性传

染病,是全球最具威胁的传染病之一。据世界卫生

组织2017年报告,2016年全球新发结核患者约

1040万,由结核病导致死亡约170万人,仍然为全

球10大死亡原因之一〔1〕。目前,临床实验室传统

的分枝杆菌检测方法有抗酸染色镜检法、细菌培养

法等。其中,痰涂片抗酸染色镜检法方法简单、快
速,但敏感性较差,每毫升标本中需5000~10000
条菌才能检出。培养法是检测的金标准,但耗时较

长,且需要在P2实验室开展。
随着分子生物学技术的快速发展,尤其是核酸

扩增技术在临床的应用,克服了传统方法的不足,
能更快速、敏感、特异地鉴定结核分枝杆菌〔2-3〕。
XpertMTB/RIF试验(Xpert)是美国Cepheid开

发的全自动结核分枝杆菌检测试剂盒,能在2h内

从患者新鲜痰液中直接检出是否含有结核分枝杆

菌及是否对利福平耐药。整个过程的手动时间不

超过15min,而将样品的超声破碎、核酸提取、样品

扩增、实时检测融于一体,都在封闭系统中进行,对
环境和操作者安全。检测敏感性和特异性高于现

有检测方法〔4〕。本研究将Xpert与常用的检测结

核分枝杆菌的荧光定量PCR试剂盒、涂片及分枝

杆菌培养检测方法进行比较,探讨Xpert在结核快

速诊断中应用价值,现报告如下。

1 材料与方法

1.1 标本来源

收集2015-08—2016-02我院各病区送检的同

一患者的3份痰标本共计536人份。其中10例诊

断不 明 确,6 例 Xpert报 错 误 或 无 效,12 例 仅

MGIT培养污染,8例罗氏固体培养污染,3例为

MGIT培养与罗氏固体培养均污染,最后纳入统计

分析497例。在497例患者中,370例诊断为肺结

核或结核性胸膜炎,127例为非肺结核患者(含10
例非结核分枝杆菌患者,6例为涂阳)。本研究经

武汉市结核病防治所伦理委员会批准。
1.2 主要仪器与试剂

荧光定量PCR仪为美国 ABI公司的 ViiA7
荧光定量PCR系统,TB-DNAPCR检测采用达安

基因结核分枝杆菌核酸荧光检测试剂盒。Xpert
检测系统及其配套试剂盒,由美国Cepheid公司提

供。BACTECMGIT960分枝杆菌培养仪及及其

配套分枝杆菌培养试剂盒由美国BD公司提供。

荧光抗酸染色液、酸性和中性罗氏培养液、利福平

(RIF)药敏培养液及对硝基苯甲酸(PNB)培养液,
购自珠海贝索生物技术公司。
1.3 方法

1.3.1 荧光抗酸染色 按照《结核诊断实验室检

验规程》〔5〕进行,采用金胺O荧光染色法。
1.3.2 分枝杆菌固体培养与比例法药敏 按照

《结核诊断实验室检验规程》〔6〕进行。痰标本加入

等量4%的氢氧化钠,振荡静置20min,无菌吸管

吸0.1ml接种到酸性罗氏培养液上,放37℃培养

箱培养,第3天及每周观察记录结果,阴性至56d。
培养阳性菌株进一步做利福平比例法药敏。利福

平药物终浓度40μg/ml。
1.3.3 BACTECMGIT960分枝杆菌培养仪检测

 分 枝 杆 菌 液 体 培 养 检 测 采 用 BACTEC
MGIT960分枝杆菌培养仪进行检测,严格按照操

作说明书进行操作。仪器显示阳性标本通过涂片

抗酸染色为阳性、革兰染色无杂菌生长、PNB生长

试验为阴性,确定为结核分枝杆菌生长。
1.3.4 结核分枝杆菌荧光定量PCR检测(TB-
DNAPCR法) 采用广州达安基因结核分枝杆菌

核酸荧光检测试剂盒(TB-DNAPCR法)。痰液加

入1~4倍体积4% NaOH,振荡摇匀,室温下放置

15~30min液 化,取1.0~1.5 ml离 心 管 中,
12000r/min离心5min,弃上清,沉淀加无菌生理

盐水1ml混匀。12000r/min离心5min,弃上

清。用1.0ml灭菌水洗涤1次,12000r/min离心

5min。沉淀直接加50μlDNA提取液充分混匀。
金属空气浴10min(误差不超过1min),转至4℃
静置6~8h,12000r/min离心5min取上清2μl
做PCR反应。
1.3.5 Xpert检测 按试剂盒的说明书操作。痰

与处理液12混合,震荡混匀后,处理15min。取

处理后的标本2mL加入Xpert反应试剂盒,将反

应试剂盒放入GeneXpert仪器,开始测试,自动过

滤洗涤样品,自动超声破碎样品,提取、纯化DNA,
水化试剂珠,将样品DNA和试剂混合物移入反应

管,PCR循环和实时检测,最后,仪器自动判读结

果。Xpert对 MTB的结果分为:MTB检出和未检

出。CT是指探针循环阈值,△CT指探针早期CT
值与晚期CT值之差,Xpert对RIF耐药的检测结

果分为:RIFResistance检出,△CT>4.0,RIF耐
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药;RIFresistance未检出,△CT≤4.0,RIF敏感。
1.4 统计学处理

建立Excel表收集实验数据,运用SPSS20.0
软件进行统计学分析。计数资料采用百分比表示,
统计分析采用四格表的χ2检验,P<0.05为差异有

统计学意义。2种方法一致性比较采用 Kappa检

验,Kappa值>0.75为优。

2 结果

2.1 MGIT960液体培养和罗氏固体培养污染率

MGIT960液 体 培 养 污 染 率 为 2.80% (15/
536),罗氏固体培养污染率为2.05%(11/536),两
者均污染的污染率为0.56%(3/536)。
2.2 5种方法检测结核分枝杆菌的敏感度与特

异度

497例患者中,370例确诊为肺结核或结核性

胸膜炎,5种方法的敏感度、特异度、阳性预测值

(PPV)、阴性预测值(NPV)及准确度(ACC)结果

见表1。
2.3 在肺结核组中,Xpert与金标准液体培养的

比较

以涂片阳性与否进行分层,在159例涂片阳性

肺结 核 标 本 中,Xpert检 出 率 为 99.37%(158/
159),MGIT960 培 养 检 出 率 为 98.11% (156/
159);在211例涂片阴性肺结核标本中,Xpert检出

率为34.60%(73/211),MGIT960培养检出率为

35.55%(75/211)。无论涂片阳性或涂片阴性标

本,Xpert与金标准 MGIT960液体培养差异无统

计学意义(P>0.05)。结果见表2。
2.4 Xpert与比例法利福平药敏结果的一致性

在220例Xpert检测与培养均阳性的标本中,
两者均耐药为32例,均敏感为179例,Xpert利福

平耐药而比例法敏感为8例,Xpert利福平敏感而

比例法耐药为1例。2种方法检测利福平耐药具

有高的一致性(Kappa值0.85)。结果见表3。

表1 5种结核分枝杆菌检测方法的敏感度、特异度、阳性预测值、阴性预测值及准确度

检测方法
肺结核组(n=370)
阳性 阴性

非肺结核组(n=127)
阳性 阴性

敏感度/% 特异度/% PPV NPV ACC

荧光涂片 159 211 6 121 42.97 95.27 96.36 36.45 56.34
TB-DNAPCR 213 157 1 126 57.57 99.21 99.53 44.52 68.21
Xpert 231 139 2 125 62.43 98.42 99.14 47.35 71.63
罗氏培养 202 168 14 113 54.59 88.97 93.52 40.21 63.38
MGIT960 231 139 15 112 62.43 88.19 93.90 44.62 69.01

表2 在涂片阳性和涂片阴性肺结核患者中

Xpert与金标准液体培养的比较

涂片性质
Xpert

阳性 阴性

MGIT960
阳性 阴性 χ2 P 值

涂片阳性

(n=159)
158 1 156 3 1.013 0.314

涂片阴性

(n=211)
73138 75 136 0.042 0.838

合计 231139 231 139 0.000 1.000

表3 Xpert与比例法利福平药敏结果的一致性

Xpert法利福

平药敏

比例法利福平药敏

耐药 敏感
合计 Kappa值

耐药 32 8 40
敏感 1 179 180 0.85
合计 33 187 220

3 讨论

目前我国仍是全球30个结核病高负担国家之

一,每年新发结核病患者约90万例,位居全球第3
位。细菌学检测是诊断的金标准,但传统的检测方

法已不能满足临床快速诊断的需求。本研究采用

5种不同的方法检测痰标本中结核分枝杆菌,以临

床综合诊断为标准,结果显示Xpert诊断结核的敏

感度为62.43%,与 金 标 准 MGIT960的 敏 感 度

62.43%一致,比涂片、罗氏培养和常规的TB-DNA
PCR法分别高19.46%,7.84%和4.86%。而且在

涂片阳性肺结核中,检出率为99.37%,涂阴肺结

核检出率为34.60%,说明Xpert具有较高的敏感

性,尤其在涂阴标本的检测上,但于熊宗年等〔6〕的

报道比较,可能与患者来源不同有关。
在 MGIT960培养检出的15株非结核分枝杆

菌(NTM)中,有6例涂片阳性,Xpert检测均为阴

性,说明Xpert对结核分枝杆菌有高的特异性,但
同时也提示对于涂阳而Xpert阴性的标本应高度

怀疑NTM,需要临床进一步做与 NTM 相关的检

测和菌种鉴定〔7〕。
Xpert在检测利福平耐药中,与金标准比例法

的符合率为95.91%(Kappa值0.852),有较高的

一致性。在8例Xpert检出耐药而表型为敏感的

标本中,有2例为菌量为极低,可能导致痰标本与

药敏所用的培养菌株的结果不一致;另6例可能为

沉默突变或与低度耐药相关的突变有关〔8-9〕。1例
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为Xpert为敏感而表型为耐药,可能与利福平耐药

决定区之外的突变或异质性耐药有关〔10-11〕。
Xpert在诊断结核病时,同时获得利福平耐

药,具有操作简便、快速、安全、敏感和特异的优点,
但还存在一定的局限性。①Xpert具有相对较高

的成本,对于经济不发达地区,结核患者可能较难

承担此项检测费用。②对于涂阴培阴患者,还需要

结合临床进行综合诊断。虽然存在一定的不足,但
对于快速筛查利福平耐药及可疑耐多药结核病,诊
断结核和控制耐药结核病的传播具有重要的临床

价值。
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