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  摘 要:目的 研究该院2019年收治人群检出非结核分枝杆菌(NTM)菌种分布情况,以指导临床诊断。
方法 收集该院2019年咳出痰、肺泡灌洗液等样本分离出来的NTM,菌种鉴定统一采用16S

 

rRNA和hsp65
基因片段测序。同时,收集患者γ-干扰素释放试验(IGRA)结果,对IGRA在不同NTM 感染中的水平变化进

行分析。结果 研究期间检出NTM 样本183份,同一患者多次检出同一种NTM 按1份统计。患者中男性

47.0%(86/183),女性53.0%(97/183);青年组(20~<45岁)19人,中年组(45~<65岁)67人,老年组(≥65
岁)97人;菌种鉴定结果显示共检出17种NTM,菌种分布构成比前4位为胞内分枝杆菌54.6%(100/183)、脓

肿分枝杆菌12.0%(22/183)、鸟分枝杆菌9.3%(17/183)、堪萨斯分枝杆菌4.4%(8/183)。老年组检出NTM
 

97人(53.0%),其中男性占43.3%,女性占56.7%。183人中有120人进行IGRA检测,阳性率27.5%(33/

120)。快生长分枝杆菌组与慢生长分枝杆菌组的IGRA结果阴、阳性比较,差异无统计学意义(χ2=0.252,P=
0.616)。结论 NTM所致感染中,以胞内分枝杆菌、脓肿分枝杆菌为主要致病菌,尤其好发于年龄大于或等于

65岁的老年人,IGRA检测结果对于NTM感染无明确诊断价值。
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Abstract:Objective To
 

analyze
 

the
 

distribution
 

of
 

non-tuberculous
 

mycobacteria(NTM)
 

strains
 

detected
 

in
 

a
 

hospital
 

during
 

2019,so
 

as
 

to
 

guide
 

clinical
 

practice.Methods NTM
 

isolates
 

were
 

collected
 

from
 

sputum,

bronchoalveolar
 

lavage
 

fluid(BALF)
 

and
 

other
 

samples
 

in
 

a
 

hospital
 

during
 

2019,which
 

were
 

identified
 

to
 

the
 

species
 

level
 

by16S
 

rRNA
 

and
 

hsp65
 

gene
 

sequencing.At
 

the
 

same
 

time,the
 

results
 

of
 

interferon-γ
 

release
 

as-
says(IGRA)

 

were
 

also
 

collected
 

to
 

analyze
 

the
 

changes
 

of
 

IGRA
 

in
 

different
 

NTM
 

infections.Results The
 

da-
ta

 

of
 

183
 

NTM
 

samples
 

were
 

collected.Only
 

one
 

isolate
 

was
 

chosen
 

for
 

further
 

study
 

if
 

more
 

isolates
 

have
 

the
 

same
 

identification
 

results
 

in
 

a
 

patient.Among
 

the
 

patients,males
 

were
 

47.0%(86/183)
 

and
 

females
 

were
 

53.0%(97/183).There
 

were
 

19
 

people
 

in
 

the
 

youth
 

group(20-<45
 

years
 

old),67
 

people
 

in
 

the
 

middle
 

age
 

group(45-<65
 

years
 

old),and
 

97
 

people
 

in
 

the
 

old
 

age
 

group(≥65
 

years
 

old).Furthermore,17
 

NTM
 

species
 

were
 

identified
 

and
 

the
 

top
 

of
 

4
 

species
 

included
 

isolates
 

of
 

Mycobacterium
 

intracellulare[54.6%(100/183)],

Mycobacterium
 

abscess[12.0%(22/183)],Mycobacterium
 

avium[9.3%(17/183)]
 

and
 

Mycobacterium
 

kansa-
sii[4.4%(8/183)].There

 

were
 

97
 

NTM
 

patients(53.0%)
 

in
 

the
 

elderly
 

group,of
 

whom
 

43.3%
 

were
 

males
 

and
 

56.7%
 

were
 

females.Moreover,IGRA
 

test
 

was
 

performed
 

on
 

120
 

of
 

183
 

patients,with
 

a
 

positive
 

rate
 

of
 

27.5%(33/120).There
 

was
 

no
 

significant
 

differences
 

in
 

IGRA
 

results
 

between
 

the
 

fast-growing
 

Mycobacteri-
um

 

group
 

and
 

the
 

slow-growing
 

Mycobacterium
 

group(χ2=0.252,P=0.616).Conclusion 
 

In
 

the
 

infections
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caused
 

by
 

NTM,Mycobacterium
 

intracellulare
 

and
 

Mycobacterium
 

abscessus
 

are
 

the
 

main
 

pathogenic
 

bacteri-
a,especially

 

in
 

elderly
 

people
 

older
 

than
 

or
 

equal
 

to
 

65
 

years.IGRA
 

results
 

have
 

no
 

clear
 

diagnostic
 

value
 

for
 

NTM
 

infection.
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  非结核分枝杆菌(NTM)病是指由NTM 所引起

的疾病,易继发于各类慢性肺病如慢性阻塞性肺疾

病、支气管扩张、尘肺和肺结核等,是人类免疫力低下

时的常见并发症,如人类免疫缺陷病毒(HIV)感染者

或长期使用免疫抑制剂者[1]。也是某些医院不严格

执行消毒隔离制度,引起院内感染暴发流行的常见病

原菌。本研究对2019年某综合医院临床微生物与感

染实验室分枝杆菌培养阳性并鉴定为 NTM 的登记

资料进行回顾性分析,旨在提高 NTM 病的诊疗水

平,为相关科室NTM病的诊疗提供科学依据。

1 材料与方法

1.1 标本来源 收集2019年本院临床微生物与感

染实验室分枝杆菌培养阳性并鉴定为 NTM 的登记

资料183份,患者多次培养阳性且鉴定结果相同,按1
份统计。

1.2 仪器与试剂 全自动BACTECMGIT960系统,

ABI7500荧光定量PCR仪;MGITTM
 

960液体培养

试剂,博奥生物有限公司结核/NTM 核酸检测试剂盒

(PCR-荧光探针法),牛津免疫技术有限公司结核感染

T细胞检测试剂盒。

1.3 方法

1.3.1 液体培养 将痰、支气管肺泡灌洗液等样本

处理后,采用BD分枝杆菌培养管进行培养,仪器阳性

报警后,取出等待核酸扩增检测。

1.3.2 NTM-DNA检测 取1
 

mL阳性培养物手动

提取核酸,严格按照检测试剂盒说明书进行操作,并
加入阴性、阳性对照。在保证实验有效的前提下,根
据说明书判读结果。

1.3.3 分枝杆菌菌种鉴定 将 DNA 检测结果为

NTM的核酸送至睿博兴科生物技术有限公司进行测

序。采用16S
 

rRNA(27F:5'-AGA
 

GTT
 

TGA
 

TCC
 

TGG
 

CTC
 

AG-3';1492R:5'-TAC
 

GGC
 

TAC
 

CTT
 

GTT
 

ACG
 

ACT
 

T-3')和 hsp65(hsp65-F:5'-ATC
 

GCC
 

AAG
 

GAG
 

ATC
 

GAG
 

CT-3';hsp65-R:5'-AAG
 

GTG
 

CCG
 

CGG
 

ATC
 

TTG
 

TT-3')基因测序。PCR
扩增产物测序后NCBI(http://www.ncbi.nlm.nih.
gov)

 

数据库比对,进行菌种鉴定。

1.3.4 IGRA检测 使用肝素抗凝的真空采血管采

集外周静脉血,严格按照检测试剂盒说明书进行操

作。阳性结果判读为空白对照孔斑点数为0~5个

时,(抗原A或抗原B孔的斑点数)-(空白对照孔斑

点数)≥6,空白对照孔斑点数为6~10个时,(抗原A
或抗原B孔的斑点数)≥2×(空白对照孔斑点数);如
果上述标准不符合且阳性质控对照孔正常时检测结

果为“阴性”。

1.3.5 诊断标准 NTM病的诊断标准参照《非结核

分枝杆菌病诊断与处理指南》[2]。

1.4 统计学处理 采用SPSS22.0统计学软件进行

分析,计数资料组间比对采用χ2 检验,P<0.05表示

差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 2019年183份 NTM 培养标本菌株的鉴定结

果 共鉴定 NTM
 

17种,其中快生长分枝杆菌共6
种,按数量排比前4位为脓肿分枝杆菌占12.0%(22/

183),男性占4.4%,女性占7.7%;偶发分枝杆菌占

3.3%(6/183),男性占1.6%,女性占1.6%;外来分

枝杆菌占1.1%(2/183),女性占1.1%;产黏液分枝

杆菌占1.1%(2/183),男性1.1%;慢生长分枝杆菌

共11种,按 数 量 排 比 前4位 为 胞 内 分 枝 杆 菌 占

54.6%(100/183),男性占25.1%,女性占29.5%;鸟
分枝杆 菌9.3%(17/183),男 性 占2.2%,女 性 占

7.1%;堪萨斯分枝杆菌占4.4%(8/183),男性占

3.3%,女性占1.1%;副瘰疬分枝杆菌占3.3%(6/

183),男性占1.1%,女性占2.2%。快生长分枝杆菌

共34株,慢生长分枝杆菌共149株,以胞内分枝杆

菌、脓肿分枝杆菌为主。

2.2 各年龄组不同性别感染NTM 的构成比 患者

根据年龄区间分为青年组(20~<45岁)19人,中年

组(45~<65岁)67人,老年组(≥65岁)97人,各年

龄组不同性别感染NTM的构成比见表1。
表1  各年龄组不同性别感染NTM的构成比[n(%)]

年龄组 男性 女性 合计

青年组 10(52.6) 9(47.4) 19(10.4)

中年组 34(50.7) 33(49.2) 67(36.6)

老年组 42(43.3) 55(56.7) 97(53.0)

合计 86(47.0) 97(53.0) 183(100.0)

2.3 患者就诊类型、培养标本类型及患者人群疾病

分布 183例患者中,住院患者例139例占76.0%,
门诊患者44例占24.0%。送检样本类型痰126例占

68.9%,支气管肺泡灌洗液44例占24.0%,组织6例

占3.3%,胸腔积液2例占1.1%,其他5例占2.7%。
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送检的科室主要是呼吸科(包括肺移植科)占93.4%,
其他送检科室包括风湿免疫科、细胞免疫治疗中心、
外科重症监护室(SICU)、急诊科、感染科、肾病科及

内分泌科。其中诊断为呼吸道相关性疾病的有173
例,主要包括肺部感染、肺炎、支气管扩张、慢性阻塞

性肺疾病、间质性肺病、肺恶性肿瘤、肺脓肿等;其他

疾病的10例,主要包括发热待查、狼疮性肾炎、胸腔

积液、慢性咽喉炎、类风湿关节炎、皮肌炎、非霍奇金

淋巴瘤等。

2.4 IGRA检测结果 183例患者中有IGRA结果

的样本120例,阳性率27.5%(33/120)。按快生长分

枝杆菌与慢生长分枝杆菌分类比较见表2。

IGRA结果阳性的患者中,快生长分枝杆菌阳性

率为 31.8% (7/22);慢 生 长 分 枝 杆 菌 阳 性 率 为

26.5%(26/98),略低于快生长分枝杆菌的阳性率。
快生长分枝杆菌与慢生长分枝杆菌IGRA结果的阴

性率、阳性率比较,差异无统计学意义(χ2=0.252,

P=0.616)。
表2  快/慢生长分枝杆菌IGRA结果分析

分类 阳性率[n(%)] 阴性率[n(%)] 合计(n)

快生长分枝杆菌

 脓肿分枝杆菌 3(25.0) 9(75.0) 12

 偶发分枝杆菌 3(60.0) 2(40.0) 5

 外来分枝杆菌 0(0.0) 2(100.0) 2

 产黏液分枝杆菌 1(100.0) 0(0.0) 1

 美容品分枝杆菌 0(0.0) 1(100.0) 1

 海滩分枝杆菌 0(0.0) 1(100.0) 1

 合计 7(31.8) 15(68.2) 22

慢生长分枝杆菌

 胞内分枝杆菌 20(29.9) 47(70.1) 67

 鸟分枝杆菌 1(9.1) 11(90.9) 12

 堪萨斯分枝杆菌 2(50.0) 2(50.0) 4

 副瘰疬分枝杆菌 0(0.0) 2(100.0) 2

 慢生黄分枝杆菌 0(0.0) 3(100.0) 3

 戈登分枝杆菌 2(66.7) 1(33.3) 3

 蟾蜍分枝杆菌 0(0.0) 3(100.0) 3

 猿猴分枝杆菌 1(100.0) 0(0.0) 1

 苏加分枝杆菌 0(0.0) 1(100.0) 1

 哥伦比亚分枝杆菌 0(0.0) 1(100.0) 1

 中间分枝杆菌 0(0.0) 1(100.0) 1

 合计 26(26.5) 72(73.2) 98

NTM总计 33(27.5) 87(72.5) 120

3 讨  论

除结核分枝杆菌、牛分枝杆菌和麻风分枝杆菌以

外的其他分枝杆菌称为 NTM,在自然环境中普遍存

在,是一种条件致病菌,当患者免疫力低下时好发。
近年来

 

NTM
 

发生率呈逐年上升趋势,已成为威胁人

类健康的重要公共卫生问题之一[3]。
本研究183份鉴定结果中,种群分布达17种,胞

内分枝杆菌、脓肿分枝杆菌、鸟分枝杆菌、堪萨斯分枝

杆菌占绝大多数(80.3%)。尽管 NTM 菌种分布在

全球存在地理差异,但总体上仍以鸟分枝杆菌复合群

(MAC)为主,而且 MAC是引起NTM
 

肺病最常见致

病菌。SIMONS等[4]研究显示,呼吸道分离的 NTM
菌种以 MAC最常见,同时 MAC的临床相关性也是

最强的菌种(56.0%),与本研究结果(63.9%)一致。
本研究从中分离出NTM的患者显示NTM可发

生于青年至老年的任何年龄段,但好发于老年人[5],
同时免疫力下降是主要易感因素。本研究也显示,65
岁以上人群是NTM的分离主体,提示中老年人群可

因免疫力下降导致 NTM 感染率增高。但本研究老

年人组分离出NTM的数据女性例数略多于男性,与
其他报道结果不一致[5],这可能与地区、人群不同或

只从一家医院取样样本量较少导致。此类患者通常

有慢性基础性肺疾病如支气管扩张、慢性阻塞性肺疾

病、间质性肺病等。其他如患有恶性肿瘤、血液病、肾
病、自身免疫性疾病或长期使用激素免疫力低下的

患者。
本研究呼吸道标本比例较高(占93.4%)。其中

痰(68.9%)、支气管肺泡灌洗液(24.0%)、肺穿刺组

织(3.3%),包括肺移植科送检的样本。在人体的实

体器官移植(SOT)受者人群中,NTM 感染的发生率

大约为
 

1.5%~1.8%。其中,肺为NTM感染的主要

部位,尤其是肺移植术后,在SOT受者人群NTM 病

中,约86%为NTM肺病[6-7]。近年来,随着免疫诱导

治疗的临床应用日趋普遍,NTM
 

感染的发生率显著

增加,NTM
 

病已成为
 

SOT
 

术后重要的感染性并发症

之一[8]。SOT受者感染主要菌种为 MAC、堪萨斯分

枝杆菌、脓肿分枝杆菌和嗜血分枝杆菌等。本研究肺

移植科6例中,胞内分枝杆菌4例(66.7%),脓肿分

枝杆菌2例(33.3%),与《器官移植受者非结核分枝

杆菌病临床诊疗技术规范》[9]相符。
本研究中183例样本中的120例曾检测IGRA,

阳性33例(27.5%)。120例患者快生长分枝杆菌与

慢生长分枝杆菌IGRA结果阴性率、阳性率比较,差
异无统计学意义(χ2=0.252,P=0.616)。IGRA是

利用结核分枝杆菌感染者外周血单个核细胞中存在

结核特异的效应T淋巴细胞,其再受到结核分枝杆菌

特有的DNA片段所编码的ESAT-6和CFP-10刺激

后分泌γ-干扰素而设计的T细胞免疫斑点试验[10]。

ESAT-6和CFP-10均位于结核分枝杆菌称为差异区
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域(RD1)的特定基因组区域。RD1存在于结核分枝

杆菌复合群中,以及极少数NTM 菌属中如海分枝杆

菌、堪萨斯分枝杆菌、苏加分枝杆菌、戈登分枝杆菌

等,感染者理论上可致IGRA阳性[11-12]。本研究中戈

登分枝杆菌、堪萨斯分枝杆菌阳性结果共4例,占这

两种菌总人数的57.1%(4/7)。我国学者曾对含有

RD1的NTM皮肤感染患者17例(15例海分枝杆菌、

1例戈登分枝杆菌、1例苏加分枝杆菌)进行IGRA检

测,其中12例阳性,阳性率70.6%,高于本研究的

57.1%[13]。AUGUSTYNOWICZ-KOPEC等[14]的研

究中,对结核病史阴性的61例患者进行IGRA检测,
其中8%阳性;堪萨斯分枝杆菌分离株为22%,影像

学提示既往结核病史为18%。IGRA阳性结果可能

主要取决于过去无症状的结核感染。堪萨斯分枝杆

菌与IGRA的交叉反应可能性较小,但是尚需进一步

调查。结核分枝杆菌潜伏感染者或有既往结核病的

患者在检测出 NTM 的同时,查出IGRA阳性,不能

单纯认为是 NTM 导致IGRA阳性,还要结合病史、
影像学检测等综合考虑。也有韩国学者认为,在结核

高发地区,IGRA无法鉴别活动性结核、MAC与潜伏

结核感染[15]。本研究样本量较少,比例波动较大,可
能存在偏倚,有待于扩大样本进一步研究。

4 结  论

综上所述,本研究 NTM 所致感染中,以胞内分

枝杆菌、脓肿分枝杆菌为主要致病菌,尤其好发于年

龄大于或等于65岁的老年人,IGRA结果对于NTM
感染无明确诊断价值。
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