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*&6

#脑脊液中嗜酸性粒细胞增高#也可见于其他肠道寄生

虫病或过敏性脑炎#或中枢神经系统其他炎症性疾病等#但一

般嗜酸性粒细胞增高比例多在
9'6

以下)

血清中广州管圆线虫特异性抗体检测对该病是重要的辅

助诊断#目前多采用酶联免疫吸附试验$

PQ+28

%#从脑脊液中

检测出广州管圆线虫的幼虫#即可确诊#但一般检出阳性率比

例低,

4

-

)

由广州管圆线虫引起的脑膜炎#本组
&'

例发病前均有半

生食福寿螺*蛇肉等#因此预防本病重要在于卫生健康教育#应

避免半生食动物类食物)
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实时荧光逆转录聚合酶链反应对疑似甲型
%&T&

流感

样本的检测结果及分析

杨
!

婵"湘西自治州疾病控制中心!湖南吉首
!

4&)'''

$

!!

"摘要#

!

目的
!

对流感疑似患者咽拭子样本进行检测!保证患者早诊断和及时分析湘西自治州甲型
%&T&

疫

情流行动态%方法
!

依据世界卫生组织
(''7

年
4

月
*'

日颁布的检测甲型
%&T&

流感操作规程!利用实时荧光逆

转录聚合酶链反应"

#!0Y$#

$技术及
5*''

型实时荧光定量
Y$#

仪的
2V2

操作软件进行检测%结果
!

5*5

例流感

疑似患者咽拭子样本中!甲型
%&T&

流感病毒阳性率为
(9396

%结论
!

运用
#!0Y$#

检测结果显示湘西自治州甲

型
%&T&

流感疫情具有传播快!强度大!但其病死率较低的流行特征!与全国流行规律基本一致%

"关键词#

!

甲型
%&T&

流感病毒'

!

实时荧光定量聚合酶链反应'

!

核酸序列

!"#

!

$%&'()(

"

*

&+,,-&$)./0(122&/%$$&%1&%'Q

文献标志码$

8

文章编号$

&)5(07499

"

('&&

$

'40'44:0'*

!!

甲型
%&T&

流感是一种新型的甲型流感病毒亚型#该病

毒包含有禽流感*猪流感和人流感
*

种流感病毒的核糖核酸基

因片段#主要造成人际间传播,

&

-

)自
(''7

年
4

月在墨西哥和

美国等国家先后出现甲型
%&T&

流感流行以来#甲型
%&T&

流感已经在世界各国迅速蔓延)

(''7

年
)

月
&&

日#世界卫生

组织$

`%"

%将甲型
%&T&

流感警戒级别提升至
)

级#意味着

疫情已经发展为全球性/流感大流行0

,

(

-

)为了快速对疑似病

例做出诊断#保证阳性患者早治疗#本中心流感网络实验室承

担检测工作#利用实时荧光逆转录聚合酶链反应$

#!0Y$#

%技

术#对流感疑似患者咽拭子进行检验)

$

!

材料与方法

$3$

!

标本
!

来自于全州各医院和
:

县市各疾病控制中心自

(''7

年
5

月以来采集的发热或流感样症状的临床咽拭子样

本#共计
5*5

例)

$3/

!

试剂
!

甲型*乙型流感病毒核酸诊断试剂盒购自上海之

江生 物 科 技 有 限 公 司#

2L

I

AH2EHF

I

B

!-

Y><=BFLN

-

"=A02BA

I

dL<=BFB<BFGA#!0Y$#2

?

JBAN

购自
+=GFBH;

,

A=

$上海%贸易有限

公司)

$3'

!

阳性质控
!

由湖南省疾病控制中心通过
-V$[

细胞培

养的甲型
%&T&

流感病毒阳性毒株制备而成)

$31

!

引物*探针的合成
!

参考
`%"

公布的甲型
%&T&

流感

病毒引物*探针序列,

*

-

#由
F=GFBH;

,

A=

$上海%贸易有限公司合

成)引物用
VPY$

处理的超纯水#溶解配制成
4'

$

N;>

"

Q

应用

浓度#探针用
VPY$

处理的超纯水#溶解配制成
&'

$

N;>

"

Q

应

用浓度)表
&

为
F=GFBH;

,

A=

$上海%贸易有限公司合成诊断甲型

%&T&

流感的引物*探针序列)

$32

!

方法
!

实时荧光
#!0Y$#

法)具体依据世界卫生组织

(''7

年
4

月
*'

日颁布的1检测甲型
%&T&

流感操作规程2和

国家卫生部制定的1甲型
%&T&

流感监测方案2实验检测程序

及
5*''

型实时荧光定量
Y$#

仪$购自美国应用生物系统中国

公司%的
2V2

操作软件进行检测)

表
&

!

诊断甲型
%&T&

流感的引物%探针序列

引物和探针 序列 $

9̂

(

*̂

%

+=D8X;HO<HK W8$$#8!$$!W!$8$$!$!W8$

+=D8#AGAHJA 8WWW$8!!b!WW8$888[WW!$!8

+=D8YH;MA

&

!W$8W!$$!$W$!$8$!WWW$8$W

2̀ +=D8X;HO<HK W$8$WW!$8W$8$!!8!b$!#8W

2̀ +=D8#AGAHJA W!W#W$!WWW!!!!$8!!!WW!$

2̀ +=D8YH;MA

(

$b8$!W$88W$$$8

/

!

0

8$888W$8WW$8

2̀ %&X;HO<HK W!W$!8!888$8$$8W$$!b$$8

2̀ %&#AGAHJA $WWW8!8!!$$!!88!$$!W!#W$

2̀ %&YH;MA

(

$8W88!8! 8$8

/

!

0

$$#W!$8$88!!WW8#88

!!

注!

&

9̂X8-

#

*̂a%d&

修饰(

(

9̂X8-

#

*̂

磷酸化#中间/

!

0为

a%d&

修饰)

$323$

!

核酸提取
!

用上海之江生物科技有限公司生产的核糖

核酸$

#T8

%抽提试剂盒提取核酸#具体步骤参考试剂盒说

明书)

$323/

!

#!0Y$#

反应体系建立
!

筛查甲型*乙型流感病毒反

+

:44

+

检验医学与临床
('&&

年
(

月第
:

卷第
4

期
!

Q<M-AK$>F=

!

XAMHL<H

?
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!
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应体系$上海之江医药科技有限公司生产%配置!甲型$乙型%核

酸荧光
Y$#

检测混合液
&7

$

Q

#

#!0Y$#

酶
&

$

Q

#处理好的样

本
9

$

Q

$或阳性质控
9

$

Q

%#反应体系为
(9

$

Q

)反应条件设

定!

49U&'NF=

#

79U&9NF=

(

79U&9J

(

)'U)'J

#

4'

个

循环
(

74 U &9J

#

99 U *9J

#

4'

个循环)荧光通道设定为

X8-

)鉴定甲型
%&T&

流感病毒反应体系配置!每对
(

条引

物$

4'

$

N;>

"

Q

%各
'39

$

Q

#探针$

&'

$

N;>

"

Q

%

'39

$

Q

#

!<

S

酶
'39

$

Q

#

TLE>A<JA0DHAA <̀BAH939

$

Q

#

(

.

Y$# -<JBAH-FR&(39

$

Q

#

处理好的样本
9

$

Q

$或阳性质控
9

$

Q

%#反应体系为
(9

$

Q

)反

应条件设定!

9'U*'NF=

(

79U(NF=

(

79U(J

#

99U*'

J

#

49

个循环)荧光通道设定为
X8-

)

$323'

!

#!0Y$#

结果分析
!

在
2V2

操作软件上#基线确定取

*

!

&9

个循环的荧光信号)根据甲型*乙型流感病毒核酸诊断

试剂盒说明书判定!

$!

&

4'

为阳性#

$!

#

4'

为阴性)甲型

%&T&

流感病毒阳性依据
`%"

颁布的检测甲型
%&T&

流感

操作规程判定,

*

-

#

+=X8

*

2̀ +=X8

*

2̀ %&$!

值均小于或等

于
4'

为阳性)

/

!

结
!!

果

/3$

!

各月份及总检出情况
!

5*5

例咽拭子样本中#共检出甲

型
%&T&

阳性
&::

例#总阳性率
(9396

(各月份检出率在

'3'6

!

49356

之间#以
&(

月检出率为高$

49356

%$见表
(

%)

/3/

!

不同年龄*性别的检出情况
!

按年龄阶段分为婴幼儿组

$

'

!

)

岁%*少年组$

5

!

&5

岁%*青年早期组$

&:

!

(:

岁%*青年

成熟期组$

(7

!

4'

岁%*中年组$

4&

!

)9

岁%*老年组$

#

)9

岁%#

受检人年龄覆盖在
5

个月至
:&

岁)阳性检出率以少年组为

高#组间差异具有统计学意义$

"

(

c&*39&

#

I

"

'3'(9

%(男性患

者阳性率
(*3*6

#女性患者
(53:6

#差异无统计学意义$

"

(

c

(3'&)

#

I

#

'3'9

%$见表
*

%)

表
(

!

(''7

年
5

月至
('&'

年
&

月甲型
%&T&

!!!

流感病毒检测结果

月份 受检人数 阳性人数 阳性率$

6

%

5 4 ' '

: :7 ' '

7 (&' (5 &(37

&' &(5 4: *53:

&& &&9 94 49

&( &&) 9* 4935

& 5) ) 537

合计
5*5 &:: (939

表
*

!

甲型
%&T&

在不同年龄%性别的检出分布

年龄
男

受检人数 阳性人数 阳性率$

6

%

女

受检人数 阳性人数 阳性率$

6

%

合计

受检人数 阳性人数 阳性率$

6

%

'

!

) )7 7 &*3' 9) &' &537 &(9 &7 &93(

5

!

&5 &54 45 (53' &)* 9( *&37 **5 77 (734

&:

!

(: )9 &5 ()3( :( (9 *'39 &45 4( (:3)

(7

!

4' *: 7 (*35 *: : (&3& 5) &5 ((34

4&

!

)9 (9 9 ('3' &7 ) *&3) 44 && (93'

#

)9 * ' ' ' 9 ' : ' '

合计
*54 :5 (*3* *)* &'& (53: 5*5 &:: (939

/3'

!

各月不同类型流感确证病例分布情况
!

甲型流感在连续

监测的月份中占比不断减少#甲型
%&T&

流感在连续监测的前

)

个月占比不断增加#在
('&'

年
&

月占比迅速下降$见表
4

%)

表
4

!

(''7

年
5

月至
('&'

年
&

月不同类型流感确证病例分布

月份
甲型流感

阳性&

6

乙型流感

阳性
6

甲型
%&T&

流感

阳性
6

5 * &''3' ' '3' ' '3'

: *4 7434 ( 93) ' '3'

7 (7 9&3: ' '3' (5 4:3(

&' ) &'37 & &3: 4: :53*

&& * 93* ' '3' 94 7435

&( ( *3) & &3: 9* 743)

& ' '3' &' )(39 ) *539

!!

注!

&为不包括甲型
%&T&

流感阳性人数在内的其他甲型流感阳

性人数)

'

!

讨
!!

论

截止
('&'

年
&

月
*&

日湘西自治州共报告甲型
%&T&

流

感确证病例
&::

例#危重病例
&'

例#其中死亡
*

例)运用实时

荧光
#!0Y$#

结果表明#本州甲型
%&T&

流感疫情与全国流

行规律基本一致#具有以下
9

个流行特征!$

&

%疫情范围扩大迅

速#传播速度快)本州自
7

月
5

日第
&

例甲型
%&T&

流感病例

确证以后#阳性率增加迅速)表
(

显示
7

月份阳性率为

&(376

#而
&'

月份检出率比
7

月份增加
(37

倍)且在
7

月上

旬#随着院校的开学#大量学生人群聚集#本州甲型
%&T&

流

感聚集性疫情明显增多)$

(

%确诊病例年龄集中度较高)全州

确证病例集中在
5

!

(:

岁#以学校学生为主#占到
596

)国外

专家认为#年龄可能是本次流感的一个危险因素#青壮年更易

发病,

4

-

#这与本实验室数据基本一致#本州
4'

岁以下感染者占

总感染者的
743&6

#不同年龄组检出率存在统计学差异)$

*

%

流行强度增加明显)表
4

显示#从
7

月开始甲型
%&T&

流感病

毒逐渐成为主要流行株#

&&

*

&(

月连续两个月甲型
%&T&

确证

病例占流感确证病例均超过
7'6

)$

4

%危重病例逐步增加#但

病死率较低)新生儿*孕妇#免疫功能低下者#有基础性疾病者

感染率上升#成为危重病例)全州累计报告危重病例
&'

例#其

中
*

例死亡病例#

&

例为孕妇#

&

例为长期吸毒人员#

&

例为有

基础性疾病并发
%&T&

的学生)甲型
%&T&

在本州病死率为

&3)'6

#低于以往的人禽流感*非典病死率)$

9

%疫情下降趋势

快)

('&'

年
&

月#甲型
%&T&

检出率仅为
5376

#比上一月下

降
*53:6

)流行强度也迅速下降#乙型流感病毒的检出率明

+

744

+

检验医学与临床
('&&

年
(

月第
:

卷第
4

期
!

Q<M-AK$>F=

!

XAMHL<H

?

('&&

!

/;>3:

!
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显增加)实验室
('&'

年
(

月不完全数据显示#至
(

月
(4

日#

甲型
%&T&

检出率为
'

#乙型流感病毒阳性检出
4

例)相信依

据国家制定的防控措施和本州的实际情况#结合免疫接种等预

防手段#本州将遏制此次疫情)

流感常引起全球性的大流行#如在
&795

年和
&7):

年源于

亚洲的全球流感疫情分别导致
4''

万和
(''

万人死亡)在全

球范围内#每年流行的季节性流感也造成约
*''

万至
9''

万例

严重疾病和约
(9

万至
9'

万例死亡)而此次甲型
%&T&

疫情#

截止
('&'

年
(

月
&7

日#

`%"

公布至少
&97(4

人死亡)由此

可见#流感是一个严重的全球公共卫生问题)目前我国甲型

%&T&

疫情总体有所缓解#本州疫情也得到缓和#然而季节性

流感开始增加#因此继续加强对流感的监测是本中心流感网络

实验室的工作重点)
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!临床研究!

比色时间与存放温度对酶联免疫吸附试验结果判读的影响
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"摘要#

!

目的
!

探讨比色时间与存放温度对酶联免疫吸附试验"

PQ+28

$结果判读的影响%方法
!

用酶免试剂

盒对两对半标本进行检测%加终止液后分别置于不同条件下保存!用双波长 "

49'=N

#

)*'=N

$在不同时间段读取

各孔吸光度"

"V

$值%结果
!

各时间段与第一次相比!结果有明显变化%结论
!

比色时间及标本终止后的保存条件

对
PQ+28

的检测结果影响明显!应对其作有效限定%
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酶联免疫吸附试验$

PQ+28

%有敏感性高*特异性强*重复

性好的特点#但该法影响因素较多#如加样*温育*显色*比色等

都对检测结果的判读有着直接影响#国内亦有多篇报道,
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本文着重对
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等两对

半项目进行检测#探讨比色时间延迟与存放温度对
PQ+28

吸

光度$
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%变化的影响#以提高
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的质量)
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材料与方法
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仪器与试剂
!

英科新创$厦门%科技有限公司提供的
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质控品#英科新创

$厦门%科技有限公司提供的两对半检测试剂盒)
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方法
!

标本按说明书操作#加终止液后混匀#用双波长

$
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%读取
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次#取其均值)将终止后标本分

别置于
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温箱*
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冰箱*室温$
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%暗处及室温$
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后每隔
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两对半各项在不同存放温度下不同时段的
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值见表
&
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两对半各项目
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不同存放温度下
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值的变化分别见图
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两对半各项在不同存放温度下不同时段的
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值
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