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　　摘　要：目的　分析ＸｐｅｒｔＭＴＢ／ＲＩＦ方法用于临床快速检测结核分枝杆菌（ＭＴＢ）与利福平耐受性的临床意义。方法　收

集２０１５年１－１２月在惠州市结核病防治研究所及５个县区医院结核科就诊的肺结核患者痰标本５５２例，进行涂片镜检、Ｘｐｅｒｔ

ＭＴＢ／ＲＩＦ核酸检测和改良罗氏培养，并对培养阳性者进行药敏实验。评价各种方法 ＭＴＢ检测灵敏度与特异度，对比传统药敏

方法和ＸｐｅｒｔＭＴＢ／ＲＩＦ检测利福平耐药性的结果并分析。结果　ＸｐｅｒｔＭＴＢ／ＲＩＦ与改良罗氏培养法对 ＭＴＢ检测结果相比，敏

感度９５．３％、特异度９３．１％；耐药性对比结果中，所有阳性标本中利福平耐药的敏感度８２．１％，特异度９７．８％；ＸｐｅｒｔＭＴＢ／ＲＩＦ

检测 ＭＴＢ分级与改良罗氏培养分级一致性分析中，犽犪狆狆犪＝０．６８８，提示两者结果具有良好的一致性。结论　ＸｐｅｒｔＭＴＢ／ＲＩＦ

可用于临床早期快速检测结核分枝杆菌与利福平耐药检测的筛查，有利于临床快速决策。
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　　虽然人们在防治结核病方面投入巨大，结核分枝杆菌

（ＭＴＢ）感染仍然是全球第２位引起死亡的独立感染性因素之

一，仅次于 ＨＩＶ。ＭＴＢ引起的肺结核严重危害人类健康，强

传染性使其在我国需法定报告的乙类传染病中常年居于第２

位［１］。抽样调查显示国内每年新发肺结核患者约１００万例，快

速早期对 ＭＴＢ感染进行检测并及时进行干预对于肺结核防

控具有重要的意义。目前诊断 ＭＴＢ感染的金标准是罗氏培

养法，但细菌生长缓慢，通常需要４～８周
［２］。抗酸杆菌涂片镜

检相对快速、廉价，但其灵敏度差，极易漏检。开发应用新的检

测方法和模式刻不容缓。基于核酸扩增的检测技术可以有效

解决灵敏度低，以及培养时间长的问题，因此，ＧｅｎｅＸｐｅｒｔ

ＭＴＢ／ＲＩＦ应运而生。它是一种基于ＲＴＰＣＲ技术，可同时进

行 ＭＴＢ及利福平耐药性检测的自动化、全封闭检验平台，具

有敏感度与特异度高、生物安全性好、耗时短等优点，成为世界

卫生组织（ＷＨＯ）推荐使用的分子药敏诊断技术
［３４］。本研究

通过比较涂片染色、罗氏培养和ＸｐｅｒｔＭＴＢ／ＲＩＦ检测，来验证

此法对肺结核疑似患者痰液快速检测的应用价值。

１　资料与方法

１．１　一般资料　收集２０１５年１－１２月在惠州市结核病防治

研究所及５个县区医院结核科就诊的肺结核患者痰标本５５２

例。进行涂片镜检、改良罗氏培养和ＸｐｅｒｔＭＴＢ／ＲＩＦ核酸检

测，培养阳性者进行比例法药敏实验。

１．２　方法　痰涂片用ＺｈｉｅｌＮｅｅｌｓｅｎ法染色镜检，痰培养用Ｌ

Ｊ培养基。药敏试验采用 ＷＨＯ指定的比例法。ＬＪ培养基中
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培养阳性后，经涂片确认为抗酸分枝杆菌，用比例法进行药敏

试验。全过程严格按照质量控制标准操作。具体操作步骤参

照《结核病诊断细菌学检验规程》。ＸｐｅｒｔＭＴＢ／ＲＩＦ核酸检

测：严格按照试剂盒说明书进行，检出结果高低值与耐药判定

根据指导的循环阈值（ＣＴ值）和ΔＣＴ进行判断。

１．３　统计学处理　数据采用ＳＰＳＳ２２．０统计分析软件进行处

理。以细菌培养与表型药敏试验为金标准，通过计算敏感度、

特异度，以评价ＸｐｅｒｔＭＴＢ／ＲＩＦ检出 ＭＴＢ及利福平耐药性

的准确性和一致性，计数资料用率表示，组间采用χ
２ 检验。通

过犓犪狆狆犪检验对ＸｐｅｒｔＭＴＢ／ＲＩＦ与金标准进行一致性分析，

以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　ＸｐｅｒｔＭＴＢ／ＲＩＦ对痰标本 ＭＴＢ检测结果　利用Ｘｐｅｒｔ

ＭＴＢ／ＲＩＦ对５５２例痰标本进行检测，有６例痰标本被判断为

“错误”或“无法判读”。排除此６例，最终有效例数为５４６例。

在有效例数中，涂阳１２７例，涂阴３１９例。对比改良罗氏培养

结果，以后者为金标准，则涂阳患者ＸｐｅｒｔＭＴＢ／ＲＩＦ对痰标本

ＭＴＢ检测敏感度为９５．６％（１０９／１１４），特异度为６９．２％（９／

１３）；涂阴患者ＸｐｅｒｔＭＴＢ／ＲＩＦ对痰标本 ＭＴＢ检测敏感度为

９４．１％（９５／１０１），特异度为９５．０％（２０７／２１８）；对所有有效检

测标本检测的敏感度为９５．３％（２０４／２１４），特异度为９３．１％

（２１６／２３２）。将ＸｐｅｒｔＭＴＢ／ＲＩＦ于罗氏培养结果进行犓犪狆狆犪

检验，犓犪狆狆犪＝０．８１３，说明一致性良好。ＭｃＮｅｍａｒ提示两者

差异无统计学意义（犘＞０．０５），见表１。

表１　　ＸｐｅｒｔＭＴＢ／ＲＩＦ检测结果比较（狀）

Ｘｐｅｒｔ

ＭＴＢ／ＲＩＦ

涂阳

培阳 培阴 合计

涂阴

培阳 培阴 合计

阳性 １０９ ４ １１３ ９５ １１ １０６

阴性 ５ ９ １４ ６ ２０７ ２１３

合计 １１４ １３ １２７ １０１ ２１８ ３１９

２．２　ＸｐｅｒｔＭＴＢ／ＲＩＦ检测 ＭＴＢ阳性标本对利福平耐药性分

析　ＸｐｅｒｔＭＴＢ／ＲＩＦ结果中，同时给出了对利福平耐药性的

参考结果，总共阳性标本２０４例，涂阳１０９例，涂阴９５例，与金

标准比例法药敏结果相比较，涂阳患者中ＸｐｅｒｔＭＴＢ／ＲＩＦ对

利福平耐药性敏感度为７２．７％（８／１１），特异度为９８．０％（１００／

１０２）；涂阴患者中ＸｐｅｒｔＭＴＢ／ＲＩＦ对利福平耐药性敏感度为

８９．３％（２５／２８），特异度为９７．４％（７６／７８）；对所有阳性标本利

福平耐药的敏感度为８２．１％（３２／３９），特异度为９７．８％（１７６／

１８０）。将ＸｐｅｒｔＭＴＢ／ＲＩＦ与罗氏培养结果进行犓犪狆狆犪检验，

犓犪狆狆犪＝０．８２４，提示一致性良好。且 ＭｃＮｅｍａｒ提示两者差

异无统计学意义（犘＞０．０５），见表２。

表２　　ＸｐｅｒｔＭＴＢ／ＲＩＦ检测 ＭＴＢ阳性中对

　　　利福平耐药分析（狀）

Ｘｐｅｒｔ

ＭＴＢ／ＲＩＦ

涂阳

耐药 敏感 合计

涂阴

耐药 敏感 合计

耐药 ８ ２ １０ ２５ ２ ２７

敏感 ３ １００ １０３ ３ ７６ ７９

合计 １１ １０２ １１３ ２８ ７８ １０６

２．３　ＸｐｅｒｔＭＴＢ／ＲＩＦ检测 ＭＴＢ分级与改良罗氏培养分级一

致性分析　ＸｐｅｒｔＭＴＢ／ＲＩＦ检测 ＭＴＢ分级结果由分析仪直

接给出。ＭＴＢ检出极低：ＣＴ值＝２８～３８，阳性级别极低，对应

为１＋；ＭＴＢ检出低：ＣＴ值＝２２～２８，阳性级别低，对应为

２＋；ＭＴＢ检出中等：ＣＴ值＝１６～２２，阳性级别中，对应为３＋；

ＭＴＢ检出高：ＣＴ值＜１６，阳性级别高，对应为４＋。改良罗氏

培养基培养结果由人工判读：菌落布满整个斜面，为４＋；菌落

较多，布满斜面约３／４，为３＋；菌落布满斜面１／２，为２＋；菌落

较少，散布斜面约１／４，为１＋；未见细菌生长，为阴性。对

ＸｐｅｒｔＭＴＢ／ＲＩＦ检测 ＭＴＢ分级与改良罗氏培养分级做一致

性检验，犓犪狆狆犪＝０．６８８，提示两者结果具有良好的一致性。所

有检出结果分级情况见表３。

表３　　ＸｐｅｒｔＭＴＢ／ＲＩＦ检测 ＭＴＢ分级与改良罗氏培养

　　　分级一致性分析（狀）

等级 ４＋ ３＋ ２＋ １＋ 阴性 合计

高 ２９ ５ １ １ ０ ３６

中 ６ ７０ ３ ２ ２ ８３

低 ０ ５ ５２ ４ ３ ６４

极低 ０ １ ２ ２７ ７ ３７

未检出 ０ １ ３ ２ ３２０ ３２６

无法判读 ０ ０ ０ ０ ６ ６

合计 ３５ ８２ ６１ ３６ ３３８ ５５２

３　讨　　论

全球结核病感染防控都因为缺乏简单又准确的检测方法

受到限制，尽管技术一直在发展，但结核病发病率并没有得到

有效遏制［５］。其绝对发病数量比以往任何时候都多（９４０万／

年），虽然全球发病率预计已达到顶峰并开始下降，对结核病控

制工作进展仍非常缓慢。结核病耐药性增加形势也十分严

峻［６］。据统计，全球每年有近４４万例耐多药结核病患者

（ＭＤＲＴＢ）。ＸｐｅｒｔＭＴＢ／ＲＩＦ检测通过核酸扩增的方法，２ｈ

完成分子快速检测诊断并同时评估利福平耐药性，受到 ＷＨＯ

的认可和重视。本研究也旨在证实ＸｐｅｒｔＭＴＢ／ＲＩＦ检测在临

床应用中的意义和价值［７］。

本次研究中，通过收集２０１５年１－１２月在惠州市结核病

防治研究所及５个县区医院结核科就诊的肺结核患者痰标本

进行了ＸｐｅｒｔＭＴＢ／ＲＩＦ检测和传统方法的比对研究。在５５２

例标本，除ＸｐｅｒｔＭＴＢ／ＲＩＦ报“错误”或“无法判读”６例外，共

计５４６例有效样本。其中，涂片镜检法阳性检出率２３．３％

（１２７／５４６），改良罗氏培养法阳性检出率３９．２％（２１４／５４６），

ＸｐｅｒｔＭＴＢ／ＲＩＦ法阳性检出率４０．３％（２２０／５４６），涂片法检出

率较低，ＸｐｅｒｔＭＴＢ／ＲＩＦ法与固体培养法检出率相似，以培养

法为金标准，则 ＸｐｅｒｔＭＴＢ／ＲＩＦ法有着与培养法相似的检

出率［８］。

ＸｐｅｒｔＭＴＢ／ＲＩＦ法与金标准方法相比较，涂阳患者中

ＭＴＢ检出敏感度为９５．６％（１０９／１１４），特异度为６９．２％（９／

１３）；涂阴患者中检出敏感度为９４．１％（９５／１０１），特异度为

９５．０％（２０７／２１８）；整体敏感度 ９５．３％（２０４／２１４），特异度

９３．１％（２１６／２３２）；犓犪狆狆犪＝０．８１３，说明与金标准一致性良好；

利福平耐药性检测结果比较中，涂阳患者利福平耐药性敏感度

７２．７％（８／１１），特异度为９８．０％（１００／１０２）；涂阴患者利福平

耐药性敏感度８９．３％（２５／２８），特异度为９７．４％（７６／７８）；整体

利福平耐药的敏感度８２．１％（３２／３９），特异度９７．８％（１７６／
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１８０），犓犪狆狆犪＝０．８２４，因为耐药菌株样本较小（共３６例，涂阳

中１０例），其比率受单个结果影响较大，真实比率还需要加大

样本量进行验证。

在检测阳性结果分级的比较中，ＸｐｅｒｔＭＴＢ／ＲＩＦ高、中、

低、极低这４个水平与固体培养法的相对应，观察结果发现，分

级结果相似性基本让人满意，个别标本会被分在不同等级，但

也基本在左右相差一个等级，不影响临床决策，处于可接受范

围内。高浓度菌种检测相似性更好，在极低分类中，改良罗氏

有部分将其分类为阴性（７／３７），这有可能与技术员肉眼观察培

养基斜面相关，若 ＭＴＢ极低，形成菌落不在中心，很容易被

忽视。

ＸｐｅｒｔＭＴＢ／ＲＩＦ检测较少地依赖实验者的操作技能，只

需要简单的培训即可以应用相关软件和试剂盒进行检测操作

并对结果进行判读，这是ＸｐｅｒｔＭＴＢ／ＲＩＦ检测的一大优势，其

对于实验室人员专业技术要求较低，对实验室安全也有更好的

保障。另外，它具有更短的周转时间（ＴＡＴ），同时检测 ＭＴＢ

及利福平耐药性，不到３ｈ即可得出结果。快速的分析检测，

也有利于医生更快做出决策，减少患者可能的隔离时间，预防

医院潜在感染，故ＸｐｅｒｔＭＴＢ／ＲＩＦ试验可作为 ＭＴＢ检测和

利福平耐药检测的快速鉴定工具，对于极低等级的结果，可以

通过培养和药敏实验进一步证实。

综上所述，ＸｐｅｒｔＭＴＢ／ＲＩＦ虽然在耐药性检测上只能检

测利福平，ＭＴＢ检测结果与培养法还是有一些差别，但鉴于该

方法与罗氏培养法良好的一致性、快捷性、更好的生物安全性

和较低的成本，在及时的患者干预方面有着重要的意义，有助

于患者病情控制和预防潜在的医院感染与结核病的传播，可将

其作为结核病疑似患者早期的主要筛查手段。从本次研究来

看，ＸｐｅｒｔＭＴＢ／ＲＩＦ展示出了良好的应用前景，严格的临床应

用还需要有更多的研究支持［９］。
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