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３种结核分枝杆菌检测方法的比较研究
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　　摘　要：目的　比较沉淀集菌法、罗氏培养法和聚合酶链反应（ＰＣＲ）方法检测结核分枝杆菌的临床价值。方法　收集２０１２

年６月至２０１３年５月张家港市第一人民医院临床确诊且经抗结核治疗两月后结核患者的痰标本１０２份，用以上３种方法进行平

行检查。结果　１０２份标本中，沉淀集菌法检测结果阳性标本９２份，阳性率９０．１９％，罗氏培养法阳性４８份，阳性率４７．０６％，

ＰＣＲ法阳性７７份，阳性率７５．４９％。沉淀集菌法与罗氏培养法的符合率为５６．８６％，而ＰＣＲ法与沉淀集菌法符合率为８１．３７％，

与罗氏培养法符合率为６１．７６％。结论　３种方法联合运用，可弥补单独采用一种方法阳性率低的缺点，从而提高检测的准确度。
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　　目前结核病已成为全球性的健康问题。２００７年世界卫生

组织统计，全球有１／３的人感染结核菌，每年有９００万新发病

例，３００万患者死于该病
［１］。对于结核菌的感染，实验室检测

起着举足轻重的作用。结核病的实验诊断方法主要有涂片镜

检，分枝杆菌培养，聚合酶链反应（ＰＣＲ）基因检测等
［２］。本研

究以２０１２年６月至２０１３年５月张家港市第一人民医院临床

确诊且经抗结核药治疗两月后的结核患者痰标本１０２份为研

究对象，用以上３种方法进行检查，并对结果进行比较。现将

研究结果报道如下。

１　材料与方法

１．１　标本来源　２０１２年６月至２０１３年５月张家港市第一人

民医院结核病定点门诊就诊，临床确诊为活动性肺结核且经抗

结核药治疗两月后的结核患者痰液标本１０２份。

１．２　仪器和试剂　（１）ＸＷ８０Ａ旋涡混合器由上海医大仪器

厂生产。（２）抗酸染液和罗氏培养基由珠海贝索生物技术有限

公司生产。（３）ＬＤＺＸ７５ＫＢＳ立式压力蒸汽灭菌器由上海申安

医疗器械厂生产。（４）ＨＣ３０１８高速离心机由安徽中科中佳科

学仪器有限公司生产。（５）日本尼康ＣＸ２１型奥林巴斯显微

镜。（６）美国ＳＨＥＬＬＡＢ培养箱由广州南方生化医学仪器有

限公司生产。（７）结核分枝杆菌（ＴＢ）核酸检测试剂盒（恒温扩

增试纸条法）为杭州优思达生物技术有限公司产品。

１．３　方法

１．３．１　沉淀集菌　取深咳痰液约１０ｍＬ于消毒处理过的广

口瓶中，加５倍量无菌蒸馏水，经１２１℃高压蒸汽灭菌２０ｍｉｎ，

待冷却后取上述处理后的痰液１０ｍＬ放入离心管内，３０００ｒ／

ｍｉｎ离心３０ｍｉｎ，吸去上清液，取沉淀物涂片，经抗酸染色后

镜检［３］。

１．３．２　培养检测以及结果观察　在生物安全柜内，将１～２

ｍＬ标本转移至相应前处理管中，视标本性状，将１～２倍的

４％氢氧化钠（ＮａＯＨ）溶液加入前处理管中，在涡旋振荡器上

涡旋振荡，直至痰液标本充分液化，室温静置１５ｍｉｎ后，以无

菌吸管吸取前处理的痰液标本约２～３滴于培养基斜面上，

（３６±１）℃孵育。接种后第３和７天观察培养情况，此后每周

观察１次，直至第８周末
［４］。

１．３．３　ＴＢＤＮＡ检测　采用恒温扩增试纸条法，试剂盒为杭

州优思达生物技术有限公司产品。痰液标本按照试剂盒要求

进行处理后加入ＤＮＡ提取液，１００℃恒温处理１０ｍｉｎ后离心

取上清液４μＬ至ＰＣＲ反应管内扩增（６３℃，６０ｍｉｎ），扩增后

放入固定盒（核酸检测装置内芯）中，１５～３０ｍｉｎ内通过阅读

窗判读结果。试纸条出现质控区与检测区两条红色条带为阳

性。符合率＝（狀种方法均为阴性例数＋狀种方法均为阳性例

数）／参与检测例数×１００％，狀为本研究中任意的２种或３种
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检测方法。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１７．０软件进行数据处理及统计

学分析。计数资料以狀或率表示，组间比较采用χ
２ 检验；以

α＝０．０５为检验水准，犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　３种方法检测结核杆菌结果比较　沉淀集菌法检测ＴＢ

阳性率为９０．１９％（９２／１０２），罗氏培养法阳性率为４７．０６％

（４８／１０２），ＰＣＲ法阳性率为７５．４９％（７７／１０２），３组阳性率比较

差异均有统计学意义（犘＜０．０５）。

２．２　３种检测方法符合率比较　１０２份标本中，沉淀集菌法与

培养法检出均为阳性 ４８ 例，均为阴性 １０ 例，符合率为

５６．８６％。ＰＣＲ法与沉淀集菌法检出均为阳性７５例、均为阴

性８例，符合率为８１．３７％。ＰＣＲ法与培养法检出均为阳性４３

例，均为阴性２０例，符合率为６１．７６％。

３　讨　　论

　　快速检查临床标本中的ＴＢ，以供临床医生及早做出正确

诊断，一直是结核病研究领域的重要课题［５］。沉淀集菌法经高

压灭菌，可以杀灭痰液中ＴＢ，防止再次传染，保护操作人员的

自身安全［６］。其次经高压灭菌，痰液得到液化，离心沉淀后浓

缩，故抗酸杆菌的数量增多，检出率明显提高［７］。沉淀集菌法

操作较简单、快速、经济、安全，无需高精设备仪器，是基层医院

进行ＴＢ检测较为理想的方法。本文结果显示沉淀集菌法ＴＢ

阳性检出率明显高于其他两种方法，差异有统计学意义（犘＜

０．０５）。且本文中沉淀集菌法的阳性率高于闫文婧
［８］的报道，

原因在于本研究选取的标本皆是活动性肺结核患者，经两个月

抗结核治疗后痰液涂片转阴仅１０例。但沉淀集菌法不能区分

是否为ＴＢ
［９］，是否是具有活力的ＴＢ。

虽然沉淀集菌法有诸多优点，但只能反映病灶的排菌情

况［１０］，而罗氏培养法培养周期长但可反映 ＴＢ 的存活能

力［１１１２］，且可在培养的基础上进一步做菌种鉴定和药敏试验，

因此两者不可互相替代。本研究结果显示，沉淀集菌法检测

ＴＢ阳性率为９０．１９％，罗氏培养法阳性率为４７．０６％，罗氏培

养法阳性率低于沉淀集菌法，差异有统计学意义（犘＜０．０５）。

本文中罗氏培养法阳性率较低，可能与排菌量较少的患者，经

过两月抗结核治疗后ＴＢ存活能力降低有关。

采用ＰＣＲ技术原理和 ＴＢ特异性引物，建立 ＴＢ特异的

ＰＣＲ检测方法，可在１ｄ内完成临床标本处理、核酸提取和

ＰＣＲ检测全过程，具有快速、高效、特异度强、灵敏度高的优

点［１３１５］。本文检测结果显示，ＰＣＲ法有较高的阳性率，但比沉

淀集菌法低，差异有统计学意义（犘＜０．０５），主要原因是本实

验室ＰＣＲ检测所用引物是ＴＢ特异性引物，不包括非ＴＢ。同

时与沉淀集菌法以及罗氏培养法比较都有较好的一致性。该

方法为恒温扩增试纸条法，是一种新型的核酸扩增方法
［１６１８］，

无需特殊的扩增仪就可实现恒温下一次性完成ＴＢＤＮＡ的扩

增和杂交过程。而该试剂盒的局限性在于只能定性检测，无法

提示标本中ＴＢ的具体水平且不能进行药物敏感试验。

综上所述，联合运用３种方法，可弥补单一方法阳性率低

的缺点，从而提高准确度。在实际工作中应根据不同病情及不

同治疗阶段选用适当的方法，这样才能保证结果的可靠性，提

高ＴＢ检测阳性率，以便为临床诊疗提供更科学的依据。
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２３１３．

［７］ 陈敬捷，唐柳生，杨小兵，等．两种结核杆菌培养基培养抗酸杆菌

的应用评价［Ｊ］．柳州医学，２０１４，２７（２）：９９１０１．

［８］ 闫文婧．两种不同方法检测痰抗酸杆菌的比较［Ｊ］．临床合理用

药，２０１４，７（３）：１５４１５５．

［９］ 刘毅，黄曙海，谭慧媚，等．环介导等温扩增技术检测肺结核患者

痰标本中结核分枝杆菌［Ｊ］．临床检验杂志，２０１２，３０（１）：２４２６．

［１０］ＭａｒｔｉｎＧ，ＳｔｅｆａｎＨＥ．Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ：ｓｕｃｃｅｓｓｔｈｒｏｕｇｈ

ｄｏｒｍａｎｃｙ［Ｊ］．ＦＥＭＳＭｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙＲｅｖｉｅｗｓ，２０１２，３６（３）：５１４５３２．

［１１］ＰｕｌｌｉａｉｎｅｎＡＴ，ＣｈｒｉｓｔｏｐｈＤ．ＰｅｒｓｉｓｔｅｎｃｅｏｆＢａｒｔｏｎｅｌｌａｓｐｐ．ｓｔｅａｌｔｈ

ｐａｔｈｏｇｅｎｓ：ｆｒｏｍｓｕｂｃｌｉｎｉｃａｌｉｎｆｅｃｔｉｏｎｓｔｏｖａｓｏｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｖｅｔｕｍｏｒ

ｆｏｒｍａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＦＥＭＳ ＭｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙＲｅｖｉｅｗｓ，２０１２，３６（３）：５６３

５９９．

［１２］ＡｇｇａｒｗａｌＶＫ，ＮａｉｒＤ，ｈａｎｎａＧ，ｅｔａｌ．ＵｓｅｏｆａｍｐｌｉｆｉｅｄＭｙｃｏｂａｃ

ｔｅｒｉｕｍｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓｄｉｒｅｃｔｔｅｓｔ（ＧｅｎｐｒｏｂｅＩｎｃ．，ＳａｎＤｉｅｇｏ，ＣＡ，

ＵＳＡ）ｉｎｔｈｅｄｉａｇｎｏｓｉｓｏｆｔｕｂｅｒｃｕｌａｒｓｙｎｏｖｉｔｉｓａｎｄｅａｒｌｙａｒｔｈｒｉｔｉｓ

ｏｆｋｎｅｅｊｏｉｎｔ［Ｊ］．ＩｎｄｉａｎＪＯｒｔｈｏｐ，２０１２，４６（５）：５３１．

［１３］魏建华，薛晓红，熊建军，等．结核分枝杆菌ＤＮＡ分子生物学检测

［Ｊ］．预防医学情报杂志，２０１２，２８（１）：７６７８．

［１４］ＧｕｅｒｒａＲＬ，ＨｏｏｐｅｒＮＭ，ＢａｋｅｒＪＦ，ｅｔａｌ．ＵｓｅｏｆｔｈｅａｍｐｌｉｆｉｅｄＭｙ

ｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓｄｉｒｅｃｔｔｅｓｔｉｎａｐｕｂｌｉｃｈｅａｌｔｈｌａｂｏｒａｔｏｒｙ

Ｔｅｓｔｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅａｎｄｉｍｐａｃｔｏｎｃｌｉｎｉｃａｌｃａｒｅ［Ｊ］．Ｃｈｅｓｔ，２００７，１３２

（３）：９４６９５１．

［１５］ＧｕｅｒｒａＲＬ，ＢａｋｅｒＪＦ，ＡｌｂｏｒｚＲ，ｅｔａｌ．Ｓｐｅｃｉｍｅｎｄｉｌｕｔｉｏｎｉｍｐｒｏｖｅｓ

ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙｏｆｔｈｅａｍｐｌｉｆｉｅｄＭｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓｄｉｒｅｃｔｔｅｓｔ

ｆｏｒｓｍｅａｒｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙｐｏｓｉｔｉｖｅｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙｓｐｅｃｉｍｅｎｓ［Ｊ］．ＪＣｌｉｎ

Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ，２００８，４６（１）：３１４３１６．

［１６］ＩｗａｍｏｔｏＴ，ＳｏｎｏｂｅＴ，ＨａｙａｓｈｉＫ．Ｌｏｏｐｍｅｄｉａｔｅｄｉｓｏｆｈｅｒｍａｌａｍ

ｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｆｏｒｄｉｒｅｃｔｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆＭｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓｃｏｍ

ｐｌｅｘ，Ｍ．ａｖｉｕｍ，ａｎｄＭ．ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｅｉｎｓｐｕｔｕｍｓａｍｐｌｅｓ［Ｊ］．ＪＣｌｉｎ

Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ，２００３，４１（６）：２６１６２６２２．

［１７］张建立，李国刚，董彬，等．恒温扩增试纸条法快速检测痰标本中

结核分枝杆菌［Ｊ］．医学动物防制，２０１３，２７（１０）：１０９３１０９４．

［１８］厉小玉，张永乐，潘熠健，等．恒温扩增试纸条法检测解脲支原体

方法的构建及临床应用［Ｊ］．中华微生物学和免疫学杂志，２０１２，

３２（３）：２３２２３３．

（收稿日期：２０１４０７２６）
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