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  [摘 要] 目的 分析 MPT64抗原鉴定非结核分枝杆菌(NTM)的可行性,以便在基层医院推广应用。
方法 收集2020年1-12月该院 MGIT960全自动分枝杆菌快速培养系统在1

 

177例疑似结核患者中培养分

离的菌株,以靶向测序方法进行菌种鉴定作为“金标准”。分析荧光定量聚合酶链反应法与 MPT64抗原鉴定

NTM的能力。结果 1
 

177例患者中分离得到分枝杆菌阳性菌株316例,培养阳性率达26.85%。运用靶向测

序方法鉴定出结核分枝杆菌(MTB)284例,NTM
 

32例,NTM检出率为10.13%(32/316)。荧光定量聚合酶链

反应检测 MTB与NTM的灵敏度、特异度均为100.00%。MPT64抗原对 MTB检测的灵敏度为98.59%,特

异度为100.00%,准确性为98.70%。结论 MPT64抗原对NTM的鉴定具有较高的灵敏度和特异度,且操作

简单,无需特定仪器,非常适合基层医院开展。
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[Abstract] Objective To

 

analyze
 

the
 

feasibility
 

of
 

MPT64
 

antigen
 

identification
 

of
 

non-tuberculous
 

My-
cobacterium

 

(NTM)
 

in
 

order
 

to
 

promote
 

its
 

application
 

in
 

primary
 

hospitals.Methods A
 

total
 

of
 

1
 

177
 

sus-
pected

 

tuberculosis
 

patients
 

were
 

cultured
 

and
 

isolated
 

by
 

MGIT960
 

automatic
 

Mycobacterium
 

rapid
 

culture
 

system
 

in
 

our
 

hospital
 

from
 

January
 

to
 

December
 

2020.Targeted
 

sequencing
 

method
 

was
 

used
 

as
 

the
 

gold
 

standard
 

for
 

strain
 

identification.Analyzed
 

the
 

ability
 

of
 

qPCR
 

and
 

MPT64
 

antigen
 

colloidal
 

gold
 

method
 

to
 

i-
dentify

 

NTM.Results A
 

total
 

of
 

316
 

positive
 

strains
 

of
 

Mycobacterium
 

were
 

isolated
 

from
 

1
 

177
 

patients,
with

 

a
 

culture
 

positive
 

rate
 

of
 

26.85%.284
 

cases
 

of
 

Mycobacterium
 

tuberculosis
 

(MTB)
 

and
 

32
 

cases
 

of
 

NTM
 

were
 

identified
 

using
 

the
 

tNGS
 

method,with
 

a
 

detection
 

rate
 

of
 

10.13%
 

(32/316)
 

for
 

NTM.The
 

sensitivity
 

and
 

specificity
 

of
 

qPCR
 

for
 

detecting
 

MTB
 

and
 

NTM
 

are
 

100.00%.The
 

sensitivity
 

of
 

MPT64
 

antigen
 

colloidal
 

gold
 

method
 

for
 

detecting
 

MTB
 

was
 

98.59%,specificity
 

was
 

100.00%,and
 

accuracy
 

was
 

98.70%.Conclusion
 The

 

MPT64
 

antigen
 

colloidal
 

gold
 

method
 

has
 

high
 

sensitivity
 

and
 

specificity
 

for
 

NTM
 

identification.This
 

method
 

is
 

simple
 

to
 

operate,does
 

not
 

require
 

specific
 

instruments,and
 

is
 

very
 

suitable
 

for
 

primary
 

hospitals.
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words] Mycobacterium
 

tuberculosis; Non-tuberculosis
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antigen; Pri-
mary
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  结核病是由结核分枝杆菌(MTB)感染引起的以

呼吸系统为主的传染病,为单一传染源所致主要死因

的疾病[1]。我国是结核病高负担国家之一,约占全球

感染人数的9.7%[2-3]。近年来,由非结核分枝杆菌

(NTM)引起的肺部疾病呈逐年上升的趋势。NTM
引起的肺部疾病症状通常与结核病相似,临床医生难

以区分[4]。而且 NTM 对常规的抗结核药具有天然

耐药性,往往被临床医生误以为是耐药结核病患者,
而贻误治疗[5]。因此,对NTM 引起的肺部疾病的鉴

别诊断不仅在流行病学方面具有重要意义,同时,对
临床医生的准确诊断和制定治疗方案显得尤为重要。
鉴于实验室检测能力的限制基层医院在对 NTM 菌
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种鉴定、传报、治疗方面还不够重视。目前,涂片抗酸

染色镜检和分枝杆菌的分离培养依然是诊断结核病

的主要检测方法,但这些方法仅能说明存在抗酸菌,
并不能有效区分是 MTB还是NTM[6]。一些分子生

物学检测技术,如反向斑点杂交、基因芯片、全基因组

测序、靶向测序(tNGS)等检测原理均基于DNA杂交

和二代测序技术,具有较高的灵敏度和特异度,可作

为NTM菌种鉴定的参考方法[7]。但这些分子生物

学技术需特定的基因扩增实验室、严格的准入条件、
昂贵的设备和较强的生物信息学分析能力,并不能在

基层医院广泛开展。因此,建立一种快速、简便、准确

的方法对培养阳性的分枝杆菌菌株区分 MTB和

NTM显得尤为重要。MPT64是 MTB生长早期即

可分泌的一种蛋白,目前,仅发现 MTB复合群能分泌

该蛋白。因此,其主要用于监测 MTB的生长情况或

早期诊断 MTB感染。MPT64抗原操作简单,易于推

广应用,能否用于NTM 检测的研究较少见。本研究

评价了 MPT64抗原鉴定 NTM 的应用价值,分析了

其在基层医院应用的可行性,现报道如下。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 样本来源 收集2020年1-12月就诊于本

院肺科门诊的1
 

177例疑似结核病患者送检的样本,
其中痰液1

 

019例,支气管灌洗液80例,胸腔积液35
例,腹腔积液28例,尿液15例。本研究通过医院伦

理委员会审批(伦理编号:L2022.01-3)。

1.1.2 仪器与试剂 美国BD公司 MGIT960全自动

分枝杆菌快速培养系统及配套生长指示管、韩国标准公

司MPT64
 

MTB抗原检测试剂盒、珠海贝索公司Ziehl-
Neelsen抗酸染色液、上海宏石SLAN-96S扩增仪等。

1.2 方法

1.2.1 实验方法
 

1.2.1.1 MGIT液体培养 对收集到的样本(痰液、
灌洗液、胸/腹腔积液、尿液等)用N-乙酰基L-半胱氨

酸 氢 氧 化 钠 消 化 液 进 行 消 化 去 污 染,接 种 于

MGIT960培养管中。仪器出现阳性报警后取出经

AFB后证实为抗酸菌判定为培养阳性,如为杂菌生长

判定为污染,去污染后重新培养。如培养42
 

d后仍为

阴性判定为培养阴性。
 

1.2.1.2 MPT64抗原检测 对培养后得到的阳性

菌株进行 MPT64抗原检测。取100
 

μL菌液滴入反

应孔,10
 

min内判断结果,C、T线均显示条带判定为

阳性,C线显示T线不显示判定为阴性,C线不显示

条带不论T线是否显示均判定为无效,需重新检测,
并记录结果。

1.2.1.3 荧光定量聚合酶链反应(PCR)检测 对培

养后得到的阳性菌株进行实时荧光定量PCR检测。

提取试剂采用上海之江生物 MTB-DNA提取和扩增

试剂。取1
 

mL菌液至1.5
 

mL离心管中13
 

000
 

r/min离心5
 

min,弃上清液,沉淀加入无菌生理盐水

1
 

mL打匀,13
 

000
 

r/min离心5
 

min,弃上清液。沉

淀加入100
 

μL 核 酸 提 取 液 充 分 混 匀,99
 

℃干 浴

10
 

min,13
 

000
 

r/min离心5
 

min,取上清液4
 

μL做

PCR反应模板,反应管置于荧光定量PCR仪上扩增。
结果判断:循环阈值大于或等于35判断为阴性,循环

阈值小于35判断为阳性。

1.2.2 tNGS菌种鉴定 对培养后得到的菌株送至

上海市金域检验所进行tNGS。以tNGS方法作为菌

种鉴定的“金标准”。具体方法为通过物理碾磨和生

化酶解实现高效破壁,提取病原体DNA。以分枝杆

菌高度保守区域为靶标,设计大于或等于2对特异性

引物进行靶向扩增富集进行建库,再进行高通量测序

检测病原体特异性核酸序列。最后利用生物信息学

软件对测序数据进行过滤,以参考基因组进行比对,
利用单核苷酸多态性位点的不同实现精准分型。

1.2.3 质量控制 涉及结核诊断项目均参加上海市

疾病预防控制中心和上海市临床检验中心年度2次

的质量控制,且成绩均合格。2名从事结核检测的工

作人员均具有丰富的检测经验,确保检验质量。

1.3 统计学处理 应用SPSS20.0统计软件进行数

据分析,计数资料以率或构成比表示,采用χ2 检验;

Kappa≥0.75表明具有极好的一致性。P<0.05为

差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 一般资料 1
 

177例送检样本中经 MGIT960培

养后剔除同一时间、同一患者重复检出的菌株得到培

养阳性菌株316例,培养阳性率达26.85%。对培养

液进行抗酸染色镜检证实均为分枝杆菌阳性菌株。

316例培养阳性样本中男205例,女111例,男女比例

为 1.85∶1;中 位 年 龄 52 岁,<30 岁 35 例

(11.08%),30~60岁215例(68.04%),>60岁66
例(20.89%)。标本类型:痰液215例(68.04%),肺
泡灌 洗 液 62 例 (19.62%),胸/腹 腔 积 液 30 例

(9.49%),尿液9例(2.85%)。

2.2 tNGS菌种鉴定结果 316例阳性菌株中应用

tNGS“金标准”方法进行菌种鉴定,得出 MTB
 

284
例,NTM

 

32例。NTM 检出率为10.13%。tNGS鉴

定NTM结果见表1。

2.3 荧光定量PCR鉴定性能 荧光定量PCR检测

出阳性菌株316例,284例 MTB菌株中 MTB-DNA
阳性284例,阴性0例。32例 NTM 菌株中 MTB-
DNA均为阴性。荧光定量PCR检测 MTB和 NTM
的灵敏度、特异度均为100.00%。荧光定量PCR与

tNGS具有高度一致性(kappa=1.000,P<0.05)。
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见表2。

2.4 MPT64抗原鉴定性能 MPT64抗原检测出阳

性菌株316例,284例 MTB菌株中 MPT64抗原阳性

280例,阴性4例。32例NTM菌株中 MPT64抗原阳

性0例,阴性36例。MPT64抗原检测 MTB的灵敏度

为98.59%,特异度为100.00%,准确性为98.70%,

MPT64抗原与tNGS方法具有高度的一致性(kappa=
0.930,P<0.05);检测NTM 的灵敏度和特异度均达

到100.00%,MPT64抗原与tNGS方法具有高度的

一致性(kappa=1.000,P<0.05)。见表3。
表1  tNGS鉴定NTM结果(n=32)

菌株名称 拉丁文 n 构成比(%)

胞内分枝杆菌 M.intracellulare 11 34.4

脓肿分枝杆菌 M.abscessus 7 21.9

缓黄分枝杆菌 M.lentiflavum 4 12.5

堪萨斯分枝杆菌 M.kansasii 4 12.5

奇美拉分枝杆菌 M.chimaera 2 6.3

鸟分枝杆菌 M.avium 1 3.1

龟分枝杆菌 M.chelonae 1 3.1

戈登分枝杆菌 M.gordonae 1 3.1

隐藏分枝杆菌 M.celatum 1 3.1

表2  荧光定量PCR鉴定性能(n)

荧光定量PCR
tNGS

MTB NTM
合计

MTB 284 0 284

NTM 0 32 32

合计 284 32 316

表3  MPT64抗原鉴定性能(n)

MPT64抗原
tNGS

MTB NTM
合计

MTB 280 0 280

NTM 4 32 36

合计 284 32 316

3 讨  论

NTM是除 MTB复合群、麻风分枝杆菌以外的

一大类分枝杆菌属的总称,有170多种[8]。广泛分布

在自然界中,包括空气、土壤,甚至饮用水中,一般为

机会致病菌,人和动物皆可感染。极少数NTM 能引

起慢性肺部疾病,症状通常与结核病相似[9]。随着

NTM引起的肺部疾病逐年增多的趋势,也迫切需要

一种简单、灵敏度、特异度高的检测方法,用以区分

MTB和NTM。

MPT64是 MTB
 

RD2区基因座中 RV1980C基

因编码的一种特异性蛋白,其相对分子质量大约为

24×103
 

[10-11]。该蛋白仅能在 MTB中分泌,在 NTM
中不分泌。因此,常用于 MTB液体培养的生长指示

剂和疫苗的研究[12-13]。
本研究以tNGS为参考方法,评估了荧光定量

PCR与 MPT64抗原区分 MTB和 NTM 的能力,结
果显示,316例分枝杆菌阳性菌株中鉴定出 MTB

 

284
例,NTM

 

32例,NTM 检出率为10.13%。荧光定量

PCR 检 测 MTB、NTM 的 灵 敏 度、特 异 度 均 为

100.00%,与tNGS方法具有高度一致性(kappa=
1.000,P<0.05)。而 MPT64抗原检测 MTB菌株的

灵敏度为98.59%,特异度为100.00%,MPT64抗原

与tNGS 方 法 同 样 具 有 高 度 的 一 致 性 (kappa=
0.930,P<0.05),检测NTM的灵敏度和特异度均达

到100.00%。表明MPT64抗原对NTM的检出具有

较高的应用价值。同样,MPT64抗原鉴定 NTM 具

有2个局限性:(1)某些 MTB菌株在传代培养过程中

编码 MPT64蛋白区域可能会发生变异,导致不产生

该蛋白,使 检 测 结 果 为 假 阴 性。该 突 变 常 发 生 于

mpt64基因的43~63位区域的碱基缺失,国内外有

多篇文章进行了报道[14-16]。本研究表3中4例 MTB
菌株 MPT64抗原检测为阴性,可能是此原因,需后续

实验进一步证实。(2)无论是荧光定量 PCR还是

MPT64抗原均仅能区分培养阳性的菌株是 MTB或

NTM,并不能有效区分混合感染,也不能鉴定到具体种

属。因此,建议基层医院可将 MPT64抗原作为检测

NTM的辅助手段,结果为阴性的菌株应送上级医院进

行tNGS或反向斑点杂交等方法鉴定到具体的种属。
综上所述,MPT64抗原鉴定 NTM 具有操作简

单、灵敏度、特异度高等优势,无需特殊仪器即可有效

区分MTB和NTM,非常适合在基层医院开展。对结

核病的鉴别诊断、治疗、转诊、传报方面具有较高的应

用价值。
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