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  摘 要:目的 探讨GeneXpert
 

MTB/RIF、MGIT960液体培养法在胸腔积液结核分枝杆菌检测中的应

用。方法 回顾性分析386例疑似和确诊结核病患者胸腔积液标本中腺苷脱氨酶(ADA)、GeneXpert
 

MTB/
RIF及 MGIT960液体培养法的检测结果。以胸腔积液ADA>40

 

U/L作为鉴别结核性积液的标准,将标本分

为3组:第1组为非结核性积液(ADA≤40
 

U/L,219例),第2组为结核性积液(ADA>40
 

U/L,145例),第3
组为脓性胸腔积液(不能进行ADA检测,22例)。结果 在386例患者中,GeneXpert

 

MTB/RIF检测结核分

枝杆菌复合群的阳性率为15.54%(60/386),MGIT960液体培养法检测结核分枝杆菌复合群的阳性率为

5.44%(21/386),前者检测阳性率明显高于后者(χ2=14.52,P<0.05)。3组中,GeneXpert
 

MTB/RIF检测阳

性率分别为3.20%、24.83%和77.27%;MGIT960液体培养法检测阳性率分别为2.74%、8.28%和13.64%。
GeneXpert

 

MTB/RIF在结核性积液、脓性胸腔积液中检测结核分枝杆菌复合群的阳性率明显高于 MGIT960
液体培养法(χ2=14.38、17.97,P<0.05)。将 采 用 MGIT960液 体 培 养 法 检 测 为 阳 性 的 标 本21例 进 行

GeneXpert
 

MTB/RIF检测发 现,两 种 方 法 检 测 阳 性 结 果 的 符 合 率 为52.38%(11/21)。结论 GeneXpert
 

MTB/RIF检出结核分枝杆菌复合群的阳性率明显高于 MGIT960液体培养法,特别是在结核性积液和脓性胸

腔积液中。两种方法联合检测,有助于临床对结核性胸膜炎的早期诊断和治疗。
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Abstract:Objective To

 

explore
 

the
 

application
 

of
 

GeneXpert
 

MTB/RIF
 

and
 

MGIT960
 

liquid
 

culture
 

method
 

in
 

the
 

Mycobacterium
 

tuberculosis
 

detection
 

of
 

pleural
 

effusion.Methods The
 

detection
 

results
 

of
 

adenosine
 

deami-
nase

 

(ADA),GeneXpert
 

MTB/RIF
 

and
 

MGIT960
 

liquid
 

culture
 

method
 

in
 

the
 

pleural
 

effusion
 

samples
 

from
 

386
 

cases
 

of
 

suspected
 

tuberculosis
 

(TB)
 

and
 

definitely
 

diagnosed
 

as
 

TB
 

were
 

retrospectively
 

analyzed.With
 

the
 

pleural
 

effusion
 

ADA>40
 

U/L
 

as
 

the
 

standard
 

of
 

differentiating
 

TB,the
 

samples
 

were
 

divided
 

into
 

3
 

groups:the
 

group
 

1
 

was
 

the
 

non-TB
 

effusion
 

(ADA≤40
 

U/L,219
 

cases);the
 

group
 

2
 

was
 

the
 

TB
 

effusion
 

(ADA>40
 

U/L,145
 

cases)
 

and
 

the
 

group
 

3
 

was
 

the
 

purulent
 

pleural
 

effusion
 

(ADA
 

detection
 

could
 

not
 

be
 

performed,22
 

cases).Results Among
 

386
 

cases,the
 

positive
 

rate
 

of
 

GeneXpert
 

MTB/RIF
 

for
 

detecting
 

the
 

Mycobacterium
 

tuberculosis
 

complex
 

was
 

15.54%(60/386),which
 

of
 

MGIT960
 

liquid
 

culture
 

method
 

was
 

5.44%(21/386),the
 

positive
 

rate
 

of
 

the
 

former
 

was
 

significantly
 

higher
 

than
 

that
 

of
 

the
 

latter
 

(χ2=14.52,
P<0.05).In

 

the
 

three
 

groups,the
 

positive
 

rates
 

of
 

GeneXpert
 

MTB/RIF
 

were
 

3.20%,24.83%
 

and
 

77.27%,
respectively;which

 

of
 

MGIT960
 

liquid
 

culture
 

were
 

2.74%,8.28%
 

and
 

13.64%,respectively.The
 

positive
 

rate
 

of
 

GeneXpert
 

MTB/RIF
 

for
 

detecting
 

Mycobacterium
 

tuberculosis
 

complex
 

in
 

TB
 

effusion
 

and
 

purulent
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pleural
 

effusion
 

was
 

significantly
 

higher
 

than
 

that
 

of
 

MGIT960
 

liquid
 

culture
 

method
 

(χ2=14.38,17.97,P<
0.05).Twenty-one

 

cases
 

of
 

positive
 

detected
 

by
 

MGIT960
 

liquid
 

culture
 

method
 

conducted
 

the
 

GeneXpert
 

MTB/RIF
 

detection,it
 

was
 

found
 

that
 

the
 

coincidence
 

rate
 

of
 

the
 

positive
 

results
 

by
 

two
 

detection
 

methods
 

was
 

52.38%(11/21).Conclusion The
 

positive
 

rate
 

of
 

Mycobacterium
 

tuberculosis
 

complex
 

detected
 

by
 

GeneXpert
 

MTB/RIF
 

is
 

significantly
 

higher
 

than
 

that
 

of
 

MGIT960
 

liquid
 

culture
 

method,especially
 

in
 

TB
 

ef-
fusion

 

and
 

purulent
 

pleural
 

effusion.The
 

combined
 

detection
 

of
 

the
 

two
 

methods
 

is
 

helpful
 

to
 

the
 

early
 

diagno-
sis

 

and
 

treatment
 

of
 

TB
 

pleurisy.
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words:adenosine
 

deaminase; GeneXpert
 

MTB/RIF; MGIT960
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culture
 

method; Mycobac-
terium

 

tuberculosis

  肺外结核是肺部感染后结核分枝杆菌及其自溶

产物、代谢产物血源性播散,进入胸腔、脊柱、泌尿系

统引起的炎症,占所有结核病的10%~20%[1]。结核

性胸膜炎(TBP)作为第二常见的肺外结核,是指胸腔

感染结核分枝杆菌后发生的高度过敏性炎性病变,该
病可引起胸膜通透性增强,导致炎性渗出物增多,易
出现胸腔积液[2]。胸腔积液中结核分枝杆菌数量较

少,实验室辅助检查阳性率较低,临床上常用的超声

检查也存在一定局限性。因此,选择一种科学、准确、
快速的检测方法对 TBP的诊断具有非常重要的意

义。GeneXpert
 

MTB/RIF是由美国塞沛公司研发的

一项基于巢式实时荧光 PCR法的体外诊断技术,
2013年被世界卫生组织(WHO)推荐用于肺外结核

诊断,是一种新型分子诊断方法[3]。目前,临床上该

方法对TBP的诊断价值报道较少,本研究拟回顾性

分析2019年8月至2020年7月武汉市金银潭医院结

核病区收治的386例疑似和确诊结核病患者胸腔积

液标本的GeneXpert
 

MTB/RIF、MGIT960液体培养

法检测结果,旨在探讨这两种方法对临床 TBP早期

诊断和治疗的价值。
1 资料与方法

1.1 一般资料 选择2019年8月至2020年7月武

汉市金银潭医院结核病区疑似和确诊结核病患者(包
括肺结核、TBP和其他肺外结核)386例,彩超引导下

进行胸腔穿刺,获得胸腔积液标本,其中男305例,女
81例,平均年龄(27.5±4.5)岁。所有入选病例均符

合中华人民共和国卫生行业标准《肺结核诊断标

准》[4]中肺结核、肺外结核的诊断标准。未排除同时

有结核伴其他可能引起胸腔积液疾病的患者。TBP
的诊断标准:(1)具备TBP影像学改变特征及胸腔积

液或胸膜病理学检查符合上皮细胞样肉芽肿性炎症

表现;(2)具备TBP影像学改变特征及胸腔积液病原

学检查阳性或分枝杆菌培养阳性且菌种鉴定为结核

分枝杆菌复合群,或符合分子生物学检查结果(结核

分枝杆菌核酸检测阳性)。
1.2 仪器与试剂 美国赛沛公司GeneXpert

 

MTB/
RIF仪及相应试剂盒、BD公司BACTEC

 

MGIT960
全自动结核培养系统、雅培c16000全自动生化分析

仪、宁波瑞源腺苷脱氨酶(ADA)测定试剂盒。

1.3 方法

1.3.1 GeneXpert
 

MTB/RIF 采取膜过滤法提取核

酸,通过超声破碎细胞,然后通过滤膜来分离蛋白和

核酸。不同性状的胸腔积液标本先进行前处理,取标

本离心后沉淀物约1
 

mL,先加入1~2
 

mL标本消化

液(试剂盒自带),如标本蛋白含量过高或者为脓性标

本,可适当增加标本消化液量,使标本完全液化,振荡

混匀后静置15~20
 

min后进行操作。取液化后的标

本加入反应盒指定孔,避免气泡,尽快上机进行检测。
检测完成后软件可自动判读结果,判断待测标本中是

否检出结核分枝杆菌复合群,如果检出,同时判断是

否检出利福平耐药基因。
1.3.2 结核分枝杆菌培养 待检标本离心后取沉淀

物,先加入标本体积1.0~1.5倍4%NaOH,充分振

荡后静置15~20
 

min,再加入磷酸盐缓冲液(PBS)至
50

 

mL,颠倒混匀后4
 

℃
 

3
 

000×g离心15~20
 

min,
弃去上清液,加入2~3

 

mL
 

PBS重悬,取500
 

μL加至

MGIT960结核分枝杆菌培养系统液体培养管,培养

管中预先加入配套添加剂和杂菌抑制剂,放入自动培

养仪进行培养。待机器阳性报警后取出阳性培养管,
取沉淀物进行抗酸染色,鉴定是否有结核分枝杆菌复

合群生长。
1.3.3 全自动生化分析仪检测ADA 严格按ADA
测定试剂说明书操作。标本采用血清或血浆,采血后

应及时分离,分离后立即检测,避免溶血。本试验操

作采用速率法,使用配套的校准品绘制校准曲线,采
用配套的质控品,控制相对偏差在质控品偏差范围

内。试验结果的计算:ADA 活性(U/L)=标准浓

度×(ΔA测定/ΔA标准)。
1.4 分组 根据《全国临床检验操作规程》(第4
版)[5]相关内容,以 ADA>40

 

U/L作为鉴别结核性

积液的标准,将386例患者分为3组:第1组(非结核

性积液)为 ADA≤40
 

U/L,第2组(结核性积液)为
ADA>40

 

U/L,第3组为脓性胸腔积液,不能进行

ADA检测。
1.5 统计学处理 采用SPSS20.0统计软件进行数

据处理和分析,计量资料先进行Shapiro-Wilk正态性

检验,均确认近似服从正态分布,以x±s表示,多组

间比较行F 检验,组间两两比较采用LSD-t法;计数
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资料以例数或率表示,组间比较采用χ2 检验;相关性

分析采用Spearman相关。以P<0.05为差异有统

计学意义。
2 结  果

2.1 全自动生化分析仪检测 ADA的活性 在386
例患者中,ADA检测结果为(37.0±14.0)U/L。其

中,第1组(非结核性积液)有219例,ADA检测结果

为(20.5±17.5)U/L;第2组(结核性积液)有145
例,ADA检测结果为(59.5±11.5)U/L;第3组(脓
性胸腔积液)22例,因脓液黏稠,不能在全自动生化分

析仪上进行ADA检测。
2.2 GeneXpert

 

MTB/RIF和 MGIT960液体培养法

检 测 阳 性 率 比 较  在 386 例 患 者 中,GeneXpert
 

MTB/RIF共检测出阳性60例,阳性率为15.54%
(60/386),MGIT960液体培养法共检测出阳性21
例,阳性率为5.44%(21/386)。GeneXpert

 

MTB/
RIF检 测 阳 性 率 明 显 高 于 MGIT960液 体 培 养 法

(χ2=14.52,P<0.05)。
2.3 3组GeneXpert

 

MTB/RIF和 MGIT960液体培

养法检测结果 在3组患者中,GeneXpert
 

MTB/RIF
检出结核分枝杆菌复合群的阳性率分别为3.20%、
24.83%和77.27%;MGIT960液体培养法检测阳性

率分别 为2.74%、8.28%和13.64%。GeneXpert
 

MTB/RIF在结核性积液、脓性胸腔积液中检测结核

分枝杆菌复合群的阳性率明显高于 MGIT960液体培

养法(χ2=14.38、17.97,P<0.05)。见表1。
表1  两种方法检出结核分枝杆菌复合群的情况比较

组别 n
GeneXpert

 

MTB/RIF

阳性(n) 阳性率(%)

MGIT960液体培养法

阳性(n) 阳性率(%)

第1组219 7 3.20 6 2.74
第2组145 36 24.83 12 8.28

 

第3组 22 17 77.27 3 13.64
 

总计 386 60 15.54 21 5.44

2.4 3组GeneXpert
 

MTB/RIF和 MGIT960液体培

养法检 测 阳 性 标 本 分 析  如 表 2 所 示,将 采 用

MGIT960液体培养法检测为阳性的标本21例进行

GeneXpert
 

MTB/RIF检测发现,3组共检测出阳性

11例,阴性10例。两种方法检测阳性结果的符合率

为52.38%(11/21)。
表2  MGIT960液体培养法阳性标本与GeneXpert

 

MTB/

   RIF检测结果比较(n)

组别
GeneXpert

 

MTB/RIF

阳性 阴性
MGIT960液体培养法阳性

第1组 1 5 6

第2组 7 5 12

第3组 3 0 3

合计 11 10 21

3 讨  论

  结核病是严重危害人类健康的传染病之一,其传

染性和致死性较高。结核病类型众多,不同类型疾病

病程及耐药性区别较大。TBP作为第5种类型的结

核病,早期对其进行鉴别诊断对于后续的治疗有重要

意义[6]。作为“金标准”的结核分枝杆菌培养,具体操

作是对患者痰液标本或胸腔积液标本进行结核分枝

杆菌培养,但培养所需时间较长,检出阳性率较低,易
延误治疗时间[7]。

胸腔积液是TBP早期临床常见症状之一,与恶

性胸腔积液等非结核性胸腔积液难以鉴别。当结核

分枝杆菌侵犯胸膜,或者在体内其他结核病灶的作用

下,都会引发胸腔积液。这种积液通常是由结核分枝

杆菌及其代谢产物引起的迟发型超敏反应所致,胸腔

积液中结核分枝杆菌菌量较低,活性不足,采用病原

学培养方式确诊率低[8]。胸腔积液ADA检测是目前

临床用于结核性胸腔积液的辅助诊断方法之一,其对

于鉴别诊断结核性与非结核性胸腔积液具有重要价

值[9]。因此,根据《全国临床检验操作规程》(第4版)
要求,本研究以ADA>40

 

U/L作为判断结核性积液

的标准[5]。MGIT960液体培养法作为改良的液体培

养结核分枝杆菌的方法,相比传统的罗氏培养,明显

缩短了检出结核分枝杆菌的培养周期,但仍需20
 

d左

右才能获得培养结果,仍然不能满足临床对 TBP早

期诊断和治疗的需求[10]。
GeneXpert

 

MTB/RIF于2010年得到 WHO的

认可并推荐用于结核病的诊断[11],其采用封闭式自动

化系统,不仅能确保检测中的生物安全,操作也更加

简便,更能够缩短检测时间(2
 

h内出结果),在辅助临

床结核病的诊断中具有快速、安全、便捷的优势[12]。
本研究发现,GeneXpert

 

MTB/RIF对胸腔积液结核

分枝杆菌复合群检出的阳性率(15.54%)明显高于

MGIT960液体培养法检测结果(5.44%),差异有统

计学意义(P<0.05)。进一步研究发现,GeneXpert
 

MTB/RIF在结核性积液、脓性胸腔积液中检出结核

分枝杆菌复合群的阳性率明显高于 MGIT960液体培

养法(P<0.05)。因此,胸腔积液GeneXpert
 

MTB/
RIF检测对临床TBP的早期诊断具有重要的意义。

进一步的研究发现,在21例 MGIT960液体培养

法阳性标本中,GeneXpert
 

MTB/RIF检测结果与其

的符合率仅为52.38%,推测可能与不同患者胸腔积

液形成的位置、性状、病灶中结核分枝杆菌的活性以

及这两种方法学的灵敏度有关。这也表明,虽然目前

结核分枝杆菌培养是结核病诊断的“金标准”,但灵敏

度有限,其“金标准”的光环也有待商榷。
目前,GeneXpert

 

MTB/RIF和 MGIT960液体培

养法都是 WHO推荐的结核病实验室诊断中非常重

要的两种诊断试验。本研究结果表明,MGIT960液

体培养法检测胸腔积液标本的阳性率(下转第393页)
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明显低于 GeneXpert

 

MTB/RIF,两种方法阳性结果

也无明显一致性。因此,建议在怀疑TBP的胸腔积

液标本中,可以将两种方法联合应用以提高结核分枝

杆菌的检出率,这对于临床 TBP的早期诊断和治疗

有重要意义。
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