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报阳时间有统计学差异
。

图 1
.

两种培养基报阳时间和例数图

(横坐标表示报阳时间
,

单位
:

d ;
纵坐标表示阳性标本的总例

数
,

单位
:

例
。

)

讨 论

结核病是严重危害人民群众健康的呼吸道传染病
,

我国是全球

2 2 个结核病高负担国家之一
。

根据 2 01 0 年全国第五次结核病流行病

学调查结果
,

估算我国全人群活动性肺结核患病率为 4 59 /l O 万
,

其

中传染性肺结核患病率为 6 6 /1 o 万 [6]
.

提高结核病的检出率和缩短检

测时间
,

可以更加及时早期的发现结核患者
,

使结核患者得到及时有

效的治疗
,

对于预防和控制结核病的传播具有重要的意义
。

结核菌的

分离培养是结核病诊断的重要依据之一
,

长期以来临床上使用的罗氏

培养基
,

由于其营养成分比较简单
,

分枝杆菌特别是慢生长分枝杆菌

的分离培养速度比较慢
,

且对临床标本中的结核分枝杆菌的分离培养

阳性率偏低
。

我国结核患者主要分布于农村
、

边远地区等经济条件较

差的地区
,

大多无法承受快速液体培养仪检测系统昂贵的检测费用
,

因此针对我们结核病疫情特点
,

急需开发既可以提高阳性检出率又可

以缩短检测时间的价廉的结核分枝杆菌培养分离方法
。

本研究所研制的双相罗氏培养基
,

结合了罗氏培养基和液体培养

基两种培养基的优势
,

既可以通过罗氏培养基斜面上生长的菌落观察菌

落形态
,

又可以利用液体培养基丰富的营养成分加快分枝杆菌的生长
。

本研究结果显示
,

双相罗氏培养基与罗氏培养基相 比较
,

其阳性

率明显高于罗氏培养基
,

其中涂片阳性痰标本中
,

双相罗氏培养基的

检测阳性率比罗氏培养基高 8 个百分点
; 涂片阴性痰标本中

,

双相罗

氏培养基的检测阳性率比罗氏培养基高 6 个百分点
。

两种培养基的报

阳检测时间比较
,

双相罗氏培养基的报阳时间中位数比罗氏培养基提

前 1周左右
.

双相罗氏培养基制备简单
,

但是由于液体培养基营养成分比较丰

富易污染
,

本研究中双相罗氏培养基的污染率略高于罗氏培养基
,

因

此在使用双相罗氏培养基过程中痰标本的去污染液化处理必须要严格

规范操作
,

减少污染的几率
。

综上所述
,

双相罗氏培养基制备简单
,

价格低廉
,

既可以提高检

测痰标本中的分枝杆菌的阳性检出率
,

又可以缩短检测时间
,

且不需

要特殊的仪器设备
,

适合在我国各级医疗机构
,

特别是基层及资源相

对匾乏的地区推广使用
。
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SAT技术在快速检测痰液的结核分枝杆菌中的应用
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研究目的

评估 RN A恒温扩增实时荧光检测技术 (SAT) 检测临床痰液标本

中的结核分枝杆菌的灵敏度和特异性
,

并和培养法进行比较
。

研究背景

我国是全球 22 个结核病高负担国家之一
。

2 01 0 年全国第五次结

核病流行病学调查显示
,

我国活动性肺结核患病率为 4 59 /1 O万
,

其

中传染性肺结核患病率为 6 6 /l O 万
。

结核患者的早期快速诊断是实现

及早发现治疗结核患者的基础
,

也是预防和控制结核病传播的关键
。

结核分枝杆菌检测是结核病诊断的重要依据之一
。

目前国内临床常用

的检测方法是涂片法和培养法
,

但两者特异性都不高
,

培养法还存在

检测时间较长的缺点
,

即使是快速培养仪培养检测也耗时 1一6 周
,

无

法实现结核病快速检测
。

建立在核酸检测技术基础上的结核快速检测

技术解决了这一问题
。

目前国内外己商品化结核核酸检测试剂多为建

立在 PcR 技术的实时荧光检测试剂
,

其检测靶标为结核分枝杆菌内的

DNA
。

由于扩增产物为 DNA
,

操作不当易引发实验室内的交叉污染
,

从而导致假阳性的结果
。

法国生物梅里埃公司的
“
结核分枝杆菌 AMes

PLI FI ED一MTD 检测试剂
”

则是以 RN A为检测靶标的检测试剂
,

解决了

PCR 检测假阳性高的问题
,

但是它的配套检测设备价格昂贵
,

限制了

该检测试剂的推广应用
。

本研究评估的是基于 RN A恒温扩增技术平台

的
、

以 RNA为检测靶标的核酸检测技术 (5 im u l t a n e o u s Am p lif ie
二

t io n a n d T e s t in g .

SAT )
。

该技术以结核分枝杆菌特异的 16 s r
RN A

为检测靶标
,

在恒温条件下实现 RN A 的特异性性扩增
,

同时特异性的

分子信标与靶标片段杂交后释放出荧光信号
,

实现反应 RNA 的扩增过

程
,

由此判断待检样本中是否存在结核分枝杆菌
。

研究方案

RN A恒温扩增技术和罗 氏培养基同时对 177 份痰标本进行检测
,

对两种检测方法检测结果不符的标本
,

用 re al
一t ilne PcR 法检测

。

分

析 SAT 技术相比罗氏培养的灵敏度
、

特异性和两者的检查符合率
、

对

结核患者的检出率
。

研究结果

以罗氏培养作为金标准
、

re al 一ti me PCR 为扩大金标
,

SAT 的

灵敏度
、

特异度分别为 9 4
.

8% (9 2 / 9 7 ) 和 9 7
.

5% (7 8 / 8 0 )
,

SAT 与

罗氏培养的符合率为 83
.

6% ( 14 8 / 17 7 )
.

罗氏培养法和 SAT 对痰

液标本的阳性检出率分别为 4 2
.

3% (7 5 / 17 7 ) 和 5 3
.

1% (9 4 / 17 7 )
,

两者 的阳 性率经过 卡方检验分析差异有统计学意义 (x
2 = 4

.

5 2 7
,

P <0
.

0 5 )
。
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结果显示 SAT 检测结核的灵敏度显 著高于罗氏培养基
,

对于罗氏

培养阴性的结核患者痰标本
,

SAT 的检出率为 23
.

53 % (2 4 /1 0 2 )
,

说

明 SAT 具有较高的灵敏度
,

有助于提高培阴结核的检出率
。

操作上 SAT 检测标本前处理过程与罗氏培养前处理相同
,

菌体

裂解过程仅需 1 5mi n
超声裂解

,

检测时间仅需 lh
,

整个过程操作简

单
。

此外 SAT 检测不需要特殊的仪器设备
,

在一般实验室常规配备的
r e al 一ti m e PCR 仪即可以进行检测

。

若能开发出与 SAT 检测技术相配

套的价廉的检测仪器将更加有利于该检测技术的推广应用
。

SAT 检测

痰标本中结核分枝杆菌仅需 2h
,

可作为一种快速检测痰标本中结核

分枝杆菌的方法
。

(收稿日期
:

2 0 1 1一0 8 一 19 )

液基夹层杯技术用于基层实验室结核病诊断的可行性研究
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摘要
:
目的 评价液墓夹层杯法在基层实验室用于结核病诊断的可行性及安全性 方法 在两个县级结核病实验室

,

对 3 85 例疑似肺结核患

者的 7 54 份痰标本同时采用液基夹层杯法与直接痰涂片法进行镜检
,

结合临床诊断
,

比较 2 种方法的阳性检 出率
,

并进一步比较两种方法对不

同性状
、

不同时间收集的痰标本的阳性率 结果 液基夹层杯法
、

直接痰涂片法对 75 4 份痰标本的阳性检出率分别为 23
.

5%
、

1 6
.

8%
,

检测结果有

统计学意义 (P< 0
.

05 )
,

液基夹层杯法阳性检出率明显高于直接涂片法 ; 不同性状
、

不同时间采集的痰标本采用两种方法的检测结果
,

亦有统

计学差异 (P值均小于 。
.

05 )
。

安全性试验发现经消化液处理的痰标本
,

培养 8周后未见结核分枝杆菌生长
.

结论 液基夹层杯法提高了疑似

肺结核患者细菌学检查阳性检出率
,

且操作简单
、

安全性高
,

适合在基层实验室应用及质量控制
,

是一种很有推广价值的检测方法
.

关键词
:

分枝杆菌
,

结核 ; 痰
、

集菌检测技术

通讯作者
:

许卫国
,

E一m a il : js jk!n
ek @ 1 6 3

·

c o m

基金项目
:

艾滋病和病毒性肝炎等重大传染病防治科技重大专项
“
江苏省防治艾滋病

、

病毒性肝炎和结核病等重大传染病规模化现场流行

病学和干预研究
”

课题 (2 0 0 9 ZX 10 0 0 4 一9 0 4 )

结核病是一种长期危害人类健康的重大传染病之一
,

我国是全球

仅次于印度的第二大结核病高负担国家
,

对结核病做出快速
、

准确的

诊断一直是结核病控制工作中的难点
,

目前我国结核病防治规划结核

病实验室检查主要方法是直接痰涂片镜检 (以下简称直涂法 )
,

该方

法操作简便
,

成本低廉
,

但敏感度低
,

而传统的罗氏培养法周期较长

(4 一8 周 )
,

目前最快的液体培养也需要 10 天左右
,

并且在痰标本

前处理及后期培养过程中可能导致结核杆菌死亡
,

产生假阴性
,

此外

部分实验室也采用传统的集菌法进行检测
,

但也存在操作过程繁琐
、

安全性不高等不足
,

如何研发
、

推广应用结核病病原体检测新技术是

目前世界卫生组织
、

国内外结核病控制机构和组织所共同致力的研究

工作
。

本文探讨了国家科技重大专项研究的结核病诊断新技术一液基

夹层杯法抗酸杆菌检验技术 (以下简称液基法) 在基层实验室应用的

可行性
,

参照 国际结核病诊断新技术的评价方法
,

进行了验证评价
。

资料和方法

一
、

一般资料

按照项目要求
,

收集重大专项示范区江苏省泰州市泰兴市结核病

门诊及无锡市江阴市结核病门诊 2 01 0 年 1 月至 8 月初诊疑似肺结核

病人 3 85 例
,

每位患者按要求分别采集即
、

夜
、

晨三份痰标本
,

将符

合要求的痰标本 (标本量 ) Zm l) 同时采用直涂法及液基法检测结核

分枝杆菌
。

项目实施分为两个阶段
:

预实验和验证阶段
,

预实验阶段为期一

个月
,

实验人员按照项 目要求
,

同时采用两种方法对标本进行处理
,

目的在于使实验室人员熟悉项目的各项要求
,

并熟练掌握液基夹层杯

技术的操作流程
,

为后期项目顺利开展提供良好的基础
。

预实验阶段
,

泰兴
、

江阴两个项目点全部常规涂片和液基法涂片由泰州市疾控中心

结核病实验室进行复核
。

预实验结束
,

由江苏省结核病参比实验室对

两个项目点进行考核
,

复核及考核结果合格后进入验证阶段
,

且预实

验数据不纳入统计范围
,

在验证阶段
,

采用的质量控制方式为泰州市

疾控对两个点每个月随机抽取 30 % 的玻片进行复核
,

及时发现并解决

项目运行中产生的问题
。

二
、

试剂和仪器

液基法所用试剂及仪器均由湖南天骑医学新技术有限公司提供
:

抗酸染色液
、

彭氏杯为湘药管械 (准 ) 字 2 0 0 5 第 2 41 0 0 02 ; 其专利

号为
: 2 0 0 4 2 0 0 3 6 0 3 6

.

7
、

2 0 0 5 2 0 04 98 7 5
.

7 : 消化液注册号
: 湘 (怀 )

食药监械 (准 ) 字 20 0 5 第 1 4 10 0 05 号
、

TQZ 12 型 自动离心 涂片机
、

KPZI 型快速干片机
、

抗酸杆菌 自动阅片计算机报告系统 ; 贝索抗酸

然也
;
罗氏培养基由江苏省结核病参比室制备

。

三
、

质量控制

质量控制参照 《中国结核病防治规划一痰涂片镜检标准化操作及

质量保证手册》 [1]

曰标本来源及要求

标本来自江苏省泰州市泰兴市结核门诊
、

无锡市江阴市结核门诊

的初诊疑似病人
,

每位患者按照要求取即
、

夜
、

晨三份痰液
,

所有入

选病例均符合 《中华人民共和国传染病防治法》规定管理的传染病诊

断标准 (试行 )

口直涂法

按 《中国结核病防治规划一痰涂片镜检标准化操作及质量保证手

册》【习进行涂片
、

染色
、

镜检
。

曰液基夹层杯法

液基法的技术原理是将经过消化灭活的痰标本置于符合光学要求

的基片的夹层杯中
,

经离心后将标本中的细菌牢固的附着在基片上
,

在夹层杯中直接进行染色
,

取出基片于载玻片上
,

镜检
。

操作流程
:

每份痰标经常规的直接涂片萎尼染色后
,

在剩余的全

部标本 (>2 耐) 加入 2 倍于标本的标本消化液
,

振荡至痰块消散
,

置

于快速干片机内 60 ℃加热 10 ~ 巧 分钟
,

吸取痰消化液于夹层杯中
,

用涂片机主机 4 500 转 / 分钟离心 5 分钟
。

离心完成后从离心机内轻

轻取出夹层杯
,

倾去液体
,

置于快速干片机内烘干表面水分
,

滴加

95 % 酒精
,

固定数秒种
,

倾去多余的酒精
,

滴加抗酸染色液 A 液 3 ~ 5

滴
,

置于干片机内 60 ℃加温染色 5 分钟
,

小量流水沿杯壁轻轻冲洗
,

沥干
。

滴加 B 液 3 ~ 5 滴
,

脱色至无色 (约 1 分钟 )
,

小量流水洗净
,

沥干
。

滴加 C液 4 ~ 6 滴
,

染色 1 ~ 3 分钟
,

水洗
,

置于快速干片机

内 60 ℃烘干
。

用取片针将夹层氏杯内底顶出
,

用镊子夹出基片
,

用

吸水纸印千表面水分
,

烘干后标本正面向下
,

用中性胶封片
,

揭除背

面保护膜后
,

100 x 油镜镜检
。

并同时采用图像系统记录检验结果
。

柳液基夹层杯法安全性试验

选取 4+ 的痰标本进行液基法安全性试验
,

设定不同的痰消化液

比例
,

不同的消化时间
,

加热与否
,

将处理后的消化液接种到罗氏培

养基
,

37
O

C培养
,

观察其生长情况
。

四
、

统计学处理

Mi cr os of t ex ce l 录入数据
,

配对资料采用配对
x Z 和确切概率


