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摘要  目的:探究支气管肺泡灌洗液Xpert法、MGIT 960培养及涂片法诊断肺结核（TB）的价值。方法:采集60例高度怀疑活动性TB患者支气管肺泡灌洗液标本，均行Xpert法、MGIT 960培养及涂片法检查，以综合诊断结果为金标准，评估三者在TB诊断中的价值。结果:支气管肺泡灌洗液Xpert法、MGIT 960培养及涂片法诊断TB的一致性较好，Kappa值分别为0.596、0.452、0.275，支气管肺泡灌洗液Xpert法诊断TB的灵敏度最高，而MGIT 960培养诊断的特异度最高（P＜0.05）。支气管肺泡灌洗液Xpert法对涂片法诊断阴性结果的阳性检出率86.36%明显高于MGIT 960培养的50.00%，且前者对TB耐药结果报告时间明显短于后者（P＜0.05）。结论:支气管肺泡灌洗液Xpert法诊断TB的灵敏度明显高于MGIT 960培养及涂片法，而MGIT 960培养特异度最高。
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Comparative study of Xpert assay, MGIT 960 culture, and smear method in diagnosing pulmonary tuberculosis using bronchoalveolar lavage fluid
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Abstract Objective  To explore the value of Xpert assay, MGIT 960 culture, and smear method in diagnosing pulmonary tuberculosis (TB) using bronchoalveolar lavage fluid. Methods: Bronchoalveolar lavage fluid was collected from 60 patients who were highly suspected of active TB. Xpert assay, MGIT 960 culture, and smear method were used for examination. The comprehensive diagnostic results were used as the gold standard to evaluate the value of the three methods in diagnosing TB. Results: Xpert assay, MGIT 960 culture, and smear method exhibited good consistency in diagnosing TB (Kappa value=0.596, 0.632, 0.275). The sensitivity and accuracy of Xpert assay and MGIT 960 culture for diagnosing TB were significantly higher than those of smear method (P<0.05). The positive detection rate of negative results in diagnosis with smear method using Xpert assay was 86.36%, significantly higher than that of MGIT 960 culture (50.00%). Moreover, the report time of TB resistance results in the former was significantly shorter than that in the latter (P<0.05). The sensitivity, specificity, and accuracy of combined diagnosis of Xpert assay, MGIT 960 culture, and smear method using bronchoalveolar lavage fluid were 89.80%, 90.91%, and 90.00%, respectively. Combined diagnosis was more accurate than the smear method. Conclusion: For in diagnosing TB, the sensitivity of Xpert assay using bronchoalveolar lavage fluid is significantly higher than that of MGIT 960 culture and smear method. Combination of the three methods can achieve early accurate diagnosis and effective prevention and control of TB.
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肺结核（TB）仍是目前全球重大公共卫生问题，全球约1/4人口感染结核分枝杆菌，其中约5~10%可能进展为活动性结核病，早期诊断对患者及时治疗和预防传播有积极意义[1-2]。
尽管目前TB诊断技术取得显著进展，但仍面临一定挑战，如痰涂片阴性肺结核诊断难度较大，加之肺外TB、艾滋病共感染及空洞少患者较难获取合格痰液标本；支气管肺泡灌洗液由于接近病灶，能够获取下呼吸道样本，近年来逐步应用于TB辅助诊断中[3]。传统涂片法有诊断快速廉价的优势，但敏感性低，较难区分非结核分枝杆菌，无法提供药敏；MGIT 960液体培养是目前诊断TB的金标准之一，其可进行菌种鉴定和全面药敏试验，但耗时较长；Xpert法是一种检测结核分枝杆菌的快速方法，准确性比较高，但是结核Xpert检测结果阴性不足以完全排除结核病[4-5]。尽管上述三种诊断方法在痰液中的表现已十分明确，但支气管肺泡灌洗液Xpert法、MGIT 960培养及涂片法诊断肺结核价值对比尚缺乏系统性研究。
鉴于此，本次拟探究支气管肺泡灌洗液Xpert法、MGIT 960培养及涂片法诊断肺结核的价值，以期为TB支气管肺泡灌洗液最佳检测策略提供参考。

1	资料与方法
1.1	一般资料  
收集2023年1月-2024年6月医院收治的60例高度怀疑活动性TB患者为研究对象。纳入标准：成年；高度疑似活动性肺结核，常规痰液检查阴性；无法获取合格痰液标本；拟接受支气管肺泡灌洗液Xpert法、MGIT 960培养及涂片法检查。排除标准：确诊TB且已接受抗结核治疗长于三天；无法获取足够量或合格支气管肺泡灌洗液标本；确诊为肺癌或肺炎患者。60例患者，男37例、女23例，年龄25~49岁，平均（37.82±10.01）岁，症状：持续咳嗽60例、发热57例、其他41例。本项研究已获得医院医学伦理委员会通过，患者或家人签署知情同意书。
1.2	方法  
支气管肺泡灌洗液采集：术前完善相关检查，禁食禁水4 h，术前2%利多卡因会厌局麻15 min，取平仰卧位，电子支气管镜经口腔置入气道，局麻双侧主气道后观察显示屏以完成采集。于病变部位予以刷检、取活检组织后于病变部位段及以下支气管灌入生理盐水，支气管肺泡灌洗液采用负压吸引方式回收，并进一步完成涂片抗酸染色和Xpert MTB/RIF以及MGIT 960培养。期间严格参照国际标准操作流程及制造商说明书进行。
[bookmark: _GoBack]①涂片抗酸染色：取充分混匀支气管肺泡灌洗液10 mL，倒入50 mL离心管中，离心浓缩后15 min后去除上清液，保留0.5 mL沉淀物，滴管或涡旋振荡器混匀沉淀，取2滴混匀沉淀物，均匀涂抹于清洁无油新玻片中央，室温自然干燥，将玻片快速通过酒精灯火焰3次进行固定，金胺O荧光染色法进行染色。结果判读：荧光显微镜40倍物镜初筛，100倍油镜确认，抗酸杆菌呈亮黄色荧光。②Xpert MTB/RIF：取充分混匀的支气管肺泡灌洗液1.0ml，按照SR液体：样本量比值为2:1加入SR液体，旋涡振荡10~20 s，室温静置15 min，于冷藏室取出Xpert MTB/RIF ULtra试剂盒，室温平衡10 min，撕开铝箔包装，取出反应盒，检查反应盒内冻干试剂是否完整，移液器吸取2.0 mL处理好样本混合液，并缓慢加入反应盒的加样孔内，关闭反应盒，将反应盒放于GeneXpert仪器，电脑软件中选取对应测试名称，输入样本ID信息，点击Stsrt运行程序，约80 min。结果判读：软件自动报告，检出为阳性，未检出为阴性，同步检测利福平耐药性。③MGIT 960培养：取充分混匀支气管肺泡灌洗液15~50 mlmL，离心15 min丢弃上清液留取沉淀，加入等体积NALC-NaOH去污液，涡旋振荡器剧烈震荡20 s后确保充分混匀，室温静置15 min，加入无菌PBS至离心管满，盖紧颠倒混匀，常规离心15 min后丢弃上清液，重复PBS洗涤一次，最终沉淀物采用1 mL PBS重悬。取0.5 mlmL处理后的样本悬液，加入MGIT培养管中，加入0.8 mL MGIT生长添加剂，涡旋混匀5~10 s，将培养管置于BD MGIT 960全自动培养仪中，37℃持续培养六周6 w，仪器每一小时自动检测荧光信号。结果判读：仪器报告阳性后立即取出培养管经涂片确认，6周 w无报警则提示阴性。
1.3	统计学方法
计数资料以（n）描述，多组间计数资料比较采用配对卡方检验（McNemar’s 检验）；一致性分析采用Kappa检验；定量资料比较以（x ̅±s）描述，行t检验。以P＜0.05为差异有统计学意义。

2	结果
2.1 三种方法诊断效能分析  
综合诊断结果显示60例高度怀疑活动性TB患者，TB阳性49例、阴性11例。以综合诊断结果为金标准，支气管肺泡灌洗液Xpert法、MGIT 960培养及涂片法诊断TB的一致性较好，Kappa值分别为0.596、0.452、0.275，支气管肺泡灌洗液Xpert法、MGIT 960培养诊断TB灵敏度、准确率较涂片法明显高（P＜0.05），见表1。
表1 三种方法诊断效能分析
	检查方案
	结果
	综合诊断结果
	合计
	灵敏度（%）
	特异度（%）
	准确率（%）

	
	
	阳性
	阴性
	
	
	
	

	支气管肺泡灌洗液Xpert法
	阳性
	46
	4
	50
	93.88
	63.64
	88.33

	
	阴性
	3
	7
	10
	
	
	

	合计
	-
	49
	11
	60
	
	
	

	MGIT 960培养
	阳性
	36
	1
	37
	73.47
	90.91
	76.67

	
	阴性
	13
	10
	23
	
	
	

	合计
	-
	49
	11
	60
	
	
	

	涂片法
	阳性
	33
	3
	36
	67.35
	72.73
	68.33

	
	阴性
	16
	8
	24
	
	
	

	合计
	-
	49
	11
	60
	
	
	


2.2 支气管肺泡灌洗液Xpert法、MGIT 960培养对涂片法诊断TB阴性结果阳性检出率比较  
涂片法诊断阴性结果经支气管肺泡灌洗液Xpert法检测，阳性检出率明显高于MGIT 960培养的（P＜0.05），见表2。
表2 支气管肺泡灌洗液Xpert法、MGIT 960培养对涂片法诊断TB阴性结果阳性检出率比较
	组别
	涂片法诊断阴性结果的阳性检出率（%）

	支气管肺泡灌洗液Xpert法
	86.36（19/22）

	MGIT 960培养
	50.00（12/24）

	2
	5.350

	P
	0.021


2.3 支气管肺泡灌洗液Xpert法、MGIT 960培养对TB耐药结果的报告时间比较    
支气管肺泡灌洗液Xpert法对TB耐药结果的报告时间为（2.1±0.26）h；MGIT 960培养报告时间为（28.01±3.15）d；前者明显短于后者（P＜0.05）。

3	讨论
既往虞忻[6]等学者研究表明Xpert法（检测样本为支气管肺泡灌洗液）在活动性TB诊断中有较大临床应用价值，较大程度上提高TB和耐药结合的早期诊断率。丁彩红[7]等报道同样证实，Xpert法在早期即快速诊断涂阴TB。而本结果示，以综合诊断结果为金标准，以支气管肺泡灌洗液为样本，Xpert法、MGIT 960培养及涂片法诊断TB一致性均较好（Kappa值各为0.596、0.452、0.275），支气管肺泡灌洗液Xpert法诊断TB的灵敏度最高，而MGIT 960培养诊断的特异度最高；同时，本结果涂片法诊断阴性结果经Xpert法检测的阳性率86.36%明显高于MGIT 960培养的50.00%；此外，本结果示Xpert法对TB耐药的报告时间明显快于MGIT 960培养的，前者可更快速的同步提供利福平耐药信息。Xpert法展现出更高的灵敏度和准确度，是因为其技术优势，其半巢式PCR设计增强低菌量样本检出和大片段DNA捕获技术，加之支气管肺泡灌洗液样本含粘蛋白、血液等抑制物明显少于痰液标本，减少了假阴性病例风险[8-9]。
本结果显示Xpert法在涂片法阴性病例检查中有86.36%的检出率，说明其可有效提高TB诊断灵敏度和准确率，且可快速报告TB耐药结果。是因为支气管肺泡灌洗液Xpert法是一种以系统平台和聚合酶链反应原理为基础的体外诊断技术，属于全自动一体化实时定量检测，以半巢式实时定量为技术基础，利福平耐药基因为靶基因，能够自动提取DNA片段，扩增其基因片段并进行检测的技术手段，其试剂盒独立储存，细菌污染风险低，操作快捷简便[10]。
本结果显示MGIT培养灵敏度不及支气管肺泡灌洗液Xpert法，考虑可能与去污步骤所致MTB损伤抑制活菌生长，但其仍是确诊的金标准（特异度高达90.91%）。支气管肺泡灌洗液涂片法敏感性较低，是因为支气管肺泡灌洗液样本中MTB载量往往低于痰液标本，其检查结果受操作者经验影响较大，但其快速筛查能够为早期隔离提供参考。由本次结果说明，支气管肺泡灌洗液Xpert法诊断TB展现出较MGIT 960培养更高的敏感性，并且两者均显著高于传统涂片法，建议将Xpert法作为支气管肺泡灌洗液样本的一线快速分子检测方法，与两者联用可提供快速、准确且全面的TB诊断信息，优化患者管理，涂片法则可作为快速但敏感性有限的辅助诊断方案，三项联用或可实现TB精准和分层诊断。
综上，以支气管肺泡灌洗液为样本，Xpert法诊断TB的灵敏度较MGIT 960培养及涂片法高，前者对涂片法诊断为阴性TB的阳性检出率也更高，同时其可快速报告TB耐药结果，而MGIT 960培养诊断TB的特异度更高，条件许可情况下建议三项联合以提高TB早期准确诊断率，实现TB早期有效诊疗和防控。
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