
+

.

, 崔君霞#金孪#于华
K

重型颅脑损伤患者气管切开早期采

取不同吸痰方式的效果研究+

e

,

K

中华护理杂志#

)('3

#

-.

$

)

%!

')-&')/K

+

1

, 陈漫玲#林佩珠#刘丽贞#等
K

重型颅脑损伤
'2(

例误吸急

救与护理+

e

,

K

齐鲁护理杂志#

)((1

#

'2

$

)'

%!

3(&3'K

+

'(

,王爱凤#葛东明#张媛媛#等
K

延续性护理干预在重型颅脑

损伤患者居家护理中的应用+

e

,

K

中华现代护理杂志#

)('-

#

)(

$

3

%!

3(-&3(2K

+

''

,王均芳
K

舒适护理在重型颅脑损伤患者中的应用+

e

,

K

中

国实用护理杂志#

)(')

#

).

$

3

%!

3(&3'K

$收稿日期!

)('2&''&)2

!!

修回日期!

)('/&('&'.

%

!临床探讨!

交叉引物恒温扩增技术在结核分枝杆菌检测中的应用

毛秀军'

!李世明'

!葛晓励)

!张国强3

!孙绍秋3

!王惠良-

"

'K

河北省唐山市第四医院
!

(/3(('

&

)K

华北

理工大学附属医院!河北唐山
!

(/3((1

&

3K

河北省唐山市中心血站
!

(/3(((

&

-K

河北省唐山市

滦南县医院
!

(/32((

#

!!

"摘要#

!

目的
!

探讨交叉引物扩增技术"

OU$

#快速检测系统在结核病诊断中的价值$方法
!

收集唐山市第四

医院
)('2

年
3

!

2

月
)(/

例结核病就诊患者的痰液标本!其中肺结核患者
12

例"其中痰涂片阳性
)/

例!阴性
/1

例#!非结核患者
'''

例!分别采用
#"&UO#

法实时荧光定量聚合酶链反应法"

#"&UO#

#检测标本中的结核分枝杆

菌!对结果进行统计分析$结果
!

涂片法%罗氏培养法%

Q=@

H

T$"

1

"R&OU$

法检测初诊疑似肺结核患者痰液的灵

敏度分别为+

)0K30W

"

)/

'

12

#%

2(K23W

"

-.

'

12

#%

2/K.-W

"

2-

'

12

#%

2'K2.W

"

-1

'

12

#$以罗氏培养结果为诊断金标

准!

Q=@

H

T$"

1

"R&OU$

法灵敏度为
.1K2.W

"

-3

'

-.

#!特异度
1-K1-W

"

'2(

'

'2.

#&

#"&UO#

法的灵敏度为
.3K33W

"

-(

'

-.

#!特异度
1-K3(W

"

'-1

'

'2.

#&

Q=@

H

T$"

1

"R&OU$

与
#"&UO#

法相比!总体一致性为
1.K2-W

"

)(3

'

)(/

#!

a=

77

=

指数值为
(K1)

$结论
!

"R&OU$

法在检测痰液标本中具有较高的临床应用价值!且方法简便%快速$

"关键词#

!

结核分枝杆菌&

!

恒温扩增&

!

培养法&

!

交叉引物扩增技术

!"#

!

$%&'()(

"

*

&+,,-&$)./0(122&/%$)&%3&%1$

文献标志码$

$

文章编号$

'/0)&1-22

"

)('/

#

(.&''(0&(3

!!

结核病是由结核分枝杆菌感染引起的慢性传染病#是全球

最具威胁的传染病之一*据世界卫生组织统计#我国患结核病

人数居世界第
)

位#是全世界
))

个结核病流行严重的国家之

一+

'

,

*结核病实验室检查是结核病诊断)治疗方案制定和治疗

效果评估的重要依据*目前我国大多数实验室广泛采用细菌

学检查方法#包括抗酸杆菌痰涂片镜检和分枝杆菌分离培

养+

)

,

*涂片检查简便)易行#但阳性检查率较低+

3&-

,

(分离培养

法是目前结核病诊断的金标准#具有很高的灵敏度#但至少需

要
3

!

.

周的时间#但耗时较长#不能满足结核病早期诊断的要

求*随着分子生物学的发展#近年来涌现出很多方法用于结核

分枝杆菌的快速诊断及鉴定+

)

,

*然而#以基因序列为基础的快

速诊断方法虽然快速)敏感#但仪器)设备和试剂比较昂贵*交

叉引物扩增技术$

OU$

%是一种新的核酸恒温扩增技术#也是中

国首个具有自主知识产权的核酸扩增技术+

2&/

,

*

OU$

是将核

酸扩增反应的全过程均在同一温度$

/3_)

%

\

下进行#不需要

像实时荧光定量聚合酶链反应法$

#"&UO#

%那样经历几十个

温度变化的循环过程*

OU$

方法简单#设备要求低#可通过一

次性肉眼判读结果#且保持了核酸扩增快速)高灵敏度的特点#

适合在基层医院推广使用*本研究将
OU$

法与传统痰涂片镜

检法)罗氏培养法和
#"&UO#

法痰标本中结核分枝杆菌的检

测进行临床应用评价#以期满足临床诊断的需求*

$

!

资料与方法

$K$

!

一般资料
!

连续收集唐山市第四医院结核病专科门诊

)('2

年
3

!

2

月初诊疑似者肺结核患者痰标本*纳入标准!

$

'

%咳嗽咳痰超过
)

周因呼吸道症状接受检查的初诊可疑结核

病患者($

)

%同意留取合格的痰标本并进行检测($

3

%痰标本

量
%

)C,

*就诊患者依照肺结核临床诊断流程参考文献+

0

,*

排除标准!$

'

%随访的结核病患者($

)

%不签署知情同意的结核

病患者($

3

%已经使用抗结核药物治疗大约
)

周的患者($

-

%试

验过程中#因技术性因素造成结果缺失者*最终纳入
)(/

例患

者#年龄
'/

!

0(

岁#平均$

32K(_'2K/

%岁#男
./

例#女
-(

例*

经临床诊断的结核病患者
'.)

例#其他肺部疾病患者
)-

例*

$K/

!

仪器与试剂
!

萋
&

尼染色试剂$抗酸染色液%由本实验室

自己配置(罗氏培养基为外购杭州加伟生物技术有限公司(

#"&UO#

试剂外购自
$

厂家$生产批号
)('2('')

%(结核分枝

杆菌核酸检测试剂盒$恒温扩增试纸条法%由杭州优思达生物

技术有限公司生产$批号
)('2(''/

%(

Pa&'(Q

干式恒温金属浴

为杭州奥盛仪器有限公司生产(

U#O

仪器为
$R+02((

荧光

UO#

仪*

Q=@

H

T$"

1核酸提取试剂$注射器法%由杭州优思达

生物技术有限公司生产$批号
)('2(')-

%*

$K'

!

方法

$K'K$

!

痰涂片和培养
!

将收集的痰标本进行荧光法涂片镜

检#痰标本的收集和涂片镜检按照/痰涂片镜检质量保证手册0

进行操作*荧光染色后镜检#剩余标本依照痰液黏稠程度加入

)

!

3

倍
-W T=VX

#每次均设置空白对照+

.

,

*

30\

温箱培养#

每周观察并及时记录结果*培养阳性的菌株采用硝基苯甲酸

$

UTR

%培养基法进行分枝杆菌鉴定*

$K'K/

!

Q=@

H

T$"

1

"R&OU$

法检测
!

分别检测国家结核病参

比实验室提供的结核核酸参考品$

L'

!

L-

%#结核分枝杆菌浓

度$"

C,

%分别为
'(

3

)

'(

)

)

'(

)

'

+

1

,

*采用杭州优思达生物技术

有限公司生产的
Q=@

H

T$"

1核酸提取试剂$注射器法%对结核

分枝杆菌进行
*T$

的提取(按照
Q=@

H

T$"

1

"R&OU$

操作说

明进行操作#

'2C!>

后读取结果并记录试验结果+

'(

,

*结果判

读!若检测
"

线和质控
O

线同时出现或检测
"

线显色时#判读

为阳性(若只有质控
O

线出现时#判定为阴性(若质控线#检测

"

线都未出现时#结果为无效*查找原因#可能是扩增抑制#导

致失败(或试剂盒损坏导致失败*

$K'K'

!

#"&UO#

法检测
!

按照厂家试剂说明书操作#使用

-

0(''

-

检验医学与临床
)('/

年
-

月第
'3

卷第
.

期
!

,=IP5DO8!>

!

$

7

9!8)('/

!

S48K'3

!

T4K.



$R+02((

进行扩增和检测#并记录试验结果*

$K1

!

统计学处理
!

采用
LULL'0K(

软件进行数据分析#

-

种方

法阳性检出率比较采用
.

) 检验#以
2

$

(K(2

为差异有统计学

意义(

Q=@

H

T$"

1

"R&OU$

与
#"&UO#

检测结果一致性分析

采用
a=

77

=

指数法#

a=

77

=

值越大#说明结果一致性越高*

a=

77

=

质在
(K-

!

(K0

#提示吻合程度一般#大于
(K0

#说明吻合

较好*

/

!

结
!!

果

/K$

!

-

种方法的阳性检出率比较
!

在纳入的
)(/

例初诊患者

中#

12

例初诊肺结核患者结果见表
'

*结核患者中#涂片法)罗

氏培养法)

Q=@

H

T$"

1

"R&OU$

法)

#"&UO#

法的阳性检出率

分别为
)0K30W

$

)/

"

12

%)

2(K23W

$

-.

"

12

%)

2/K.-W

$

2-

"

12

%)

2'K2.W

$

-1

"

12

%*其中#

Q=@

H

T$"

1

"R&OU$

的检出率最高#

其次为
#"&UO#

法和罗氏培养法*

表
'

!

-

种方法的阳性检出率比较

方法
检测例数

$

'

%

阳性例数

$

'

%

阳性检出率

$

W

%

涂片法
12 )/ )0K30

罗氏培养法
12 -. 2(K23

Q=@

H

T$"

1

"R&OU$

法
12 2- 2/K.-

#"&UO#

法
12 -1 2'K2.

/K/

!

不同方法诊断效能比较
!!

在纳入的
)(/

例初诊患者

中#以罗氏培养法及生化鉴定结果为金标准#涂片法灵敏度)特

异度)阳性预测值)阴性预测值分别为
-0K1)W

)

1.K'(W

)

..K-/W

)

''3K1)W

#

Q=@

H

T$"

1

"R&OU$

法的灵敏度)特异度)

阳性预测值)阴性预测值分别为
.1K2.W

)

1-K1-W

)

.-K3'W

)

1.K'(W

#

#"&UO#

法检测结核分枝杆菌的灵敏度)特异度)阳

性预测值)阴性预测值分别为
.3K33W

)

1-K3(W

)

.'K/3W

)

11K30W

*不同方法检测结果灵敏度)特异度比较见表
)

*以

罗氏培养法及生化鉴定结果为金标准#涂片法)

Q=@

H

T$"

1

"R&OU$

法和
#"&UO#

的一致性
a=

77

=

指数分别为
(K.3

)

(K00

)

(K2-

#其中
Q=@

H

T$"

1

"R&OU$

法和
#"&UO#

法与罗氏

培养法结果吻合度较高*

Q=@

H

T$"

1

"R&OU$

法与
#"&UO#

法结果的总体一致性为
1.K2-W

$

)(3

"

)(/

%#

a=

77

=

指数值为

(K1)

#具有很高的一致性*对罗氏培养法结果为阳性的
-.

株

病原菌进行
UTR

培养基法鉴定#均为结核分枝杆菌*

表
)

!

不同方法检测灵敏度)特异度比较%

'

(

方法
罗氏培养法

阳性 阴性 总计

涂片法 阳性
)3 3 )/

阴性
)2 '22 '.(

总计
-. '2. )(/

Q=@

H

T$"

1

"R&OU$

法 阳性
-3 . 2'

阴性
2 '2( '22

总计
-. '2. )(/

#"&UO#

法 阳性
-( 1 -1

阴性
. '-1 '20

总计
-. '2. )(/

'

!

讨
!!

论

!!

目前#结核病的诊断主要依据涂片)培养#其中痰培养是肺

结核诊断的金标准#但由于痰培养周期较长#一般需要
3

!

.

周#且易污染#后期需要配合菌种鉴定做出诊断*常规涂片法

阳性率较低#容易漏诊*所以结核病的早期诊断#对于控制结

核病的传播具有十分重要的意义*随着分子生物学的发展#近

年来涌现出很多方法可用于结核分枝杆菌的快速诊断及鉴定*

结核分枝杆菌核酸检测试剂盒$恒温扩增试纸条法%采用
OU$

技术#利用
)

对特异度引物)

'

对促进引物)

'

对特异度性探针

及
R5@:*T$

聚合酶#实现恒温+$

/3_)

%

\

,完成核酸的扩增

和杂交过程#然后在密闭的一次性核酸检测装置中利用免疫层

析乳胶标记试纸条检测技术#完成扩增产物的检测*一次性的

核酸检测装置可以减少或避免扩增产物气溶胶造成的污染和

假阳性+

''&')

,

*

为了验证
Q=@

H

T$"

1

"R&OU$

法检测临床痰标本的灵敏

度和特异度#本研究验分别采用痰涂片法)罗氏培养法)

Q=@

H

T$"

1

"R&OU$

法和
#"&UO#

法对
)(/

例临床初诊疑似

肺结核患者的痰标本进行检测*结果显示#结核患者中#涂片

法)罗氏培养法)

Q=@

H

T$"

1

"R&OU$

法)

#"&UO#

法的阳性检

出率分别为
)0K30W

$

)/

"

12

%)

2(K23W

$

-.

"

12

%)

2/K.-W

$

2-

"

12

%)

2'K2.W

$

-1

"

12

%*

Q=@

H

T$"

1

"R&OU$

法的阳性检出率

明显高于涂片法#与常规罗氏培养法基本一致*以罗氏培养法

为金标准#

Q=@

H

T$"

1

"R&OU$

法的灵敏度为
.1K2.W

#特异

度为
1-K1-W

#两种方法的一致性为
(K.3

#具有较高的一致性*

#"&UO#

法的灵敏度为
.3K33W

#特异度为
1-K3(W

*

Q=@

H

T&

$"

1

"R&OU$

法与
#"&UO#

法在检测肺结核患者中#具有较

高的一致性$

a=

77

=

指数为
(K1)

%#与参考文献+

'3

,结果一致*

#"&UO#

法已经在临床诊断结核上广泛应用#其结果可以作为

肺阴结核的诊断指标之一#检测时间为
3

!

-;

#但需要价格昂

贵的荧光
UO#

仪器#对实验室条件)操作人员的技术均要求很

高#限制了其在基层医院的应用+

'-

,

*

Q=@

H

T$"

1

"R&OU$

法

检测结核分枝杆菌具有较高的灵敏度和特异度#可以在
);

内

完成检测并出具报告#而且结果判读容易#通过肉眼观察是否

有显色条带即可#对实验室操作人员能力要求较低)试剂可以

常温运输等特点*因此#

Q=@

H

T$"

1

"R&OU$

法非常适用于各

级综合医院)专科医院和小型机县级医院开展结核分枝杆菌的

检测新技术*

参考文献

+

'

, 廖丽
K

我国结核病流行现状及防治工作形式分析+

e

,

K

中

外医疗#

)('-

#

33

$

3

%!

')1&'3(K

+

)

, 代旭雷#柳爱华#宝福凯#等
K

结核分枝杆菌的分子检测技

术研究进展+

e

,

K

现代预防医学#

)(')

#

31

$

.

%!

)(3)&)(3-K

+

3

, 李春林#孙峰
K

结核分枝杆菌检测方法临床诊断价值+

e

,

K

检验医学与临床#

)('(

#

0

$

)

%!

''3&''2K

+

-

,

R=:5@P

#

Vm]9=D

H

e

#

P=5B959P

#

5:=8K$@@5@@C5>:4A:;5

Y

7

59:P"R

"

#+c=@@=

H

A49D!=

?

>4@!@4A:BI59<B84@!@F!:;

?

=@:9!<8=E=

?

5=@

7

!9=:5@!><;!8D95>!>@BI&L=;=9=>$A9!<=

!

=

7

94@

7

5<:!E5D5@<9!

7

:!E5@:BD

H

+

e

,

K,=><5:+>A5<:*!@

#

)('3

#

'3

$

'

%!

3/&-)K

+

2

,

#45:N59$

#

*!58#

#

a4;8"$

#

5:=8K[;485

?

5>4C5@5

M

B5>&

<!>

?

E59@B@:9=D!:!4>=8

?

5>4:

H7

!>

?

A49!>E5@:!

?

=:!4>4A=

P

H

<4I=<:59!BC:BI59<B84@!@4B:I95=J

!

=84>

?

!:BD!>=8C4&

85<B8=95

7

!D5C!484

?

!<=8@:BD

H

+

e

,

KU,4LP5D

#

)('3

#

'(

$

)

%!

-

.(''

-

检验医学与临床
)('/

年
-

月第
'3

卷第
.

期
!

,=IP5DO8!>

!

$

7

9!8)('/

!

S48K'3

!

T4K.



5'(('3.0K

+

/

,

YB],

#

XB,

#

b;4>

?

Xf

#

5:=8KO94@@

7

9!C!>

?

=C

7

8!A!<=&

:!4>

!

C5<;=>!@C=>D4

7

:!C!N=:!4>A49!@4:;59C=8*T$=C&

7

8!A!<=:!4>

+

e

,

KL<!#5

7

#

)(')

#

)

!

)-/K

+

0

, 中华人民共和国卫生部
K[L)..&)((.

肺结核诊断标准

+

L

,

K

北京!人民卫生出版社#

)((.K

+

.

, 陈保文#沈小兵#苏城#等
K

结核分枝杆菌
UO#

检测试剂

盒国家参考品的研制+

e

,

K

中国生物制品学杂志#

)(')

#

)2

$

2

%!

/(2&/(0K

+

1

, 中国防痨协会基础专业委员会
K

结核病诊断实验室检验

规程+

P

,

K

北京!中国教育文化出版社#

)((/

!

3-K

+

'(

,

c=>

?

#*

#

,!Y

#

XB,

#

5:=8KO94@@&

7

9!C!>

?

=C

7

8!A!<=:!4>

A499=

7

!DD5:5<:!4>4AP

H

<4I=<:59!BC:BI59<B84@!@!>@

7

B&

:BC@

7

5<!C5>@

+

e

,

KeO8!> P!<94I!48

#

)((1

#

-0

$

3

%!

.-2&

.-0K

+

''

,

VBY

#

L4>

?

f

#

b;=4R

#

5:=8K$CB8:!<5>:59@:BD

H

4A<94@@&

7

9!C!>

?

=C

7

8!A!<=:!4>A49:BI59<B84@!@D!=

?

>4@!@=:

7

59!

7

;&

59=885E58!>O;!>=

+

e

,

K"BI59<B84@!@

#

)('-

#

1-

$

-

%!

-).&

-33K

+

')

,赵婷婷#孙文铮#杨宇#等
KOU$

恒温扩增技术检测炭疽

芽胞杆菌方法的建立+

e

,

K

中国国境卫生检疫杂志#

)('-

#

30

$

-

%!

)-0&)2(K

+

'3

,王华钧#孙晓军#金法祥#等
K-

种结核分枝杆菌检测方法

比较+

e

,

K

中华医院感染学组织#

)(')

#

))

$

''

%!

)-0)&)-0-K

+

'-

,张建立#李国刚#董彬#等
K

恒温扩增试纸条法快速检测痰

标本中结核分枝杆菌+

e

,

K

医学动物防制#

)('3

#

)1

$

'(

%!

'(13&'(1-K

$收稿日期!

)('2&'(&)2

!!

修回日期!

)('2&')&)'

%

!临床探讨!

老年病区与非老年病区铜绿假单胞菌耐药性差异

卢亚林!何咪霖"中国人民解放军第一六一医院检验科!武汉
!

-3(('(

#

!!

"摘要#

!

目的
!

了解老年病区铜绿假单胞菌的耐药性特点!为临床合理使用抗菌药物治疗提供参考$方法
!

将某三甲医院微生物实验室从
)(')

年
/

月至
)('2

年
/

月间检出的
11)

株铜绿假单胞菌分为老年病区和非老年病

区两组!统计它们对临床常用的
)(

种抗菌药物的药敏情况!并比较分析两组间的耐药性差异$结果
!

从老年病区

分离到的铜绿假单胞菌对
)(

种抗菌药物的敏感率均低于非老年病区!对其中
'3

种抗菌药物的敏感率在两组间差

异有统计学意义"

2

$

(K(2

#!敏感率在
2(K(W

以上的抗菌药物在非老年病区组中有
0

种!而在老年病区组种只有
3

种&多重耐药铜绿假单胞菌在老年病区和非老年病区的分离率分别为
0.K/W

和
2(K0W

$结论
!

老年病区铜绿假单

胞菌对抗菌药物的耐药性更加严重!老年病区医师一定要根据药敏报告有针对性使用抗菌药物!避免盲目用药导致

该菌的耐药性进一步恶化$

"关键词#

!

老年病区&

!

铜绿假单胞菌&

!

耐药性

!"#

!

$%&'()(

"

*

&+,,-&$)./0(122&/%$)&%3&%1/

文献标志码$

$

文章编号$

'/0)&1-22

"

)('/

#

(.&''(1&(3

!!

铜绿假单胞菌是医院感染主要病原菌+

'&)

,

#也是老年病区

感染最常见病原菌之一+

3

,

*老年病区患者大多数有基础疾病#

免疫力低下#并发症较多#容易发生医院内感染#为了解老年病

区铜绿假单胞菌的耐药性特点#为临床合理使用抗菌药物治疗

提供参考#本文对老年病区与非老年病区铜绿假单胞菌耐药性

差异进行了分析*

$

!

材料与方法

$K$

!

标本来源
!

)(')

年
/

月至
)('2

年
/

月从某三甲医院住

院患者各类标本中分离到的铜绿假单胞菌#共
11)

株$同一患

者同部位重复分离菌株以
'

株计%#其中
)0/

株来自老年病区#

0'/

株来自非老年病区*

$K/

!

质控菌株
!

铜绿假单胞菌
$"OO)0.23

)嗜麦芽窄食单胞

菌
$"OO'0///

#购自卫生部临床检验中心*

$K'

!

仪器
!

S+"Qa)O4C

7

=<:

细菌鉴定仪及其配套鉴定和

药敏测试卡片$法国生物梅里埃公司%#普通培养箱及二氧化碳

培养箱$美国
";59C4c!@;59

公司%*

$K1

!

方法

$K1K$

!

细菌培养
!

按/全国临床检验操作规程0$第
3

版%要求

进行细菌培养#标本接种于哥伦比亚血琼脂平板和嗜血杆菌巧

克力平板#分别置普通培养箱和二氧化碳培养箱培养*

$K1K/

!

细菌鉴定
!

对获得的纯培养用
S+"Qa)O4C

7

=<:

及

]T

卡片进行鉴定*

$K1K'

!

药敏试验
!

用
S+"Qa)O4C

7

=<:

及
]T'3

卡片进行

测试#包括!头孢唑林)阿米卡星)环丙沙星)亚胺培南)头孢曲

松)头孢他啶)庆大霉素)哌拉西林)呋喃妥因)头孢噻肟)头孢

吡肟)哌拉西林"他唑巴坦)头孢替坦)左氧氟沙星)氨苄西林)

氨曲南)氨苄西林"舒巴坦)妥布霉素)复方磺胺甲唑等*头

孢哌酮"舒巴坦药敏试验采用
a&R

法#药敏纸片为英国
VYV+*

公司产品#按临床实验室标准化协会$

O,L+

%

)('3

年版规定

操作*

$K1K1

!

质量控制
!

]T

)

]T(-

卡片及头孢哌酮"舒巴坦纸片

用铜绿假单胞菌
$"OO)0.23

)嗜麦芽窄食单胞菌
$"OO'0///

进行质量控制*

$K2

!

统计学处理
!

按菌株来源将
11)

株铜绿假单胞菌分为老

年病区和非老年病区两组#原始数据用
[XVTQ"2K3

软件进

行分析#统计学分析采用
LULL'0K(

软件#计数资料比较采用

.

) 检验#

2

$

(K(2

为差异有统计学意义*

/

!

结
!!

果

/K$

!

老年病区和非老年病区铜绿假单胞菌药敏结果
!

从老年

病区分离到的铜绿假单胞菌对
)(

种抗菌药物的敏感率菌均低

于非老年病区#对其中
'3

种抗菌药物的敏感率在两组间差异

有统计学意义$

2

$

(K(2

%*结果见表
'
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