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摘
!

要#目的
!

评价恒温扩增芯片法在下呼吸道感染病原体检测中的效果'方法
!

收集合格痰标本
"-

例!通过恒温扩增芯

片法和细菌培养法检测病原体!痰涂片抗酸染色&

]='

恒温扩增!静脉血
%

干扰素释放试验检测结核分枝杆菌'结果
!

-+

例标

本通过恒温扩增芯片法检测到病原体!阳性率
--,#6

'主要病原体为流感嗜血杆菌"

*.

株$&肺炎链球菌"

*/

株$&铜绿假单胞菌

"

"

株$&结核分枝杆菌"

5

株$&金黄色葡萄球菌"

!

株$&肺炎克雷伯菌"

#

株$&大肠埃希菌"

-

株$&嗜麦芽窄食单胞菌"

-

株$&鲍曼不

动杆菌"

*

株$&衣原体"

*

株$!未检测到肺炎支原体&嗜肺军团菌'结论
!

恒温扩增芯片法操作简便&快速!可同时检测
*+

种病原

体并可筛选耐甲氧西林葡萄球菌的
PFG'

基因'其对流感嗜血杆菌&肺炎链球菌检出率显著高于传统细菌培养法!对结核分枝杆

菌的检测显著优于
%

干扰素释放试验和涂片抗酸染色'该技术有利于下呼吸道感染的快速诊断和及时地针对性治疗'
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下呼吸道感染是常见的感染性疾病#目前仍然是导致人类

死亡的
-

大主要原因之一'传统的细菌培养法是诊断下呼吸

道感染的重要手段#但其耗时长(敏感性低'恒温扩增芯片法

是利用环介导恒温扩增$

7'V1

&的原理#可同时检测
*+

种病

原体'本研究对恒温扩增芯片法检测下呼吸道病原体的效果

进行评价'现报道如下'

$

!

资料与方法

$,$

!

一般资料
!

收集本院
+/*0

年
*+

月至
+/*!

年
0

月诊断

为下呼吸道感染或肺炎的新入院患者的合格痰标本
"-

例#痰

合格标准!多形核白细胞
$

+0

"低倍镜视野$

71

&#鳞状上皮细

胞
%

*/

"

71

'

$,/

!

仪器与试剂
!

采用晶芯&呼吸道病原菌核酸检测$恒温

扩增芯片法&试剂盒(

]:IJ@GEI

L

:V

?'

恒温扩增微流控芯片核

酸分析仪$博奥生物集团有限公司&%采用
&%:X\

'

?4@P

L

HGD

细菌鉴定仪(血平板(麦康凯培养基$法国生物
T

梅里埃公司&'

革兰染色试剂(抗酸染色试剂购于珠海贝索生物技术有限公

司%

]='

恒温扩增结核分枝杆菌核酸试剂盒$

)':?:3

&购于

上海仁度生物科技有限公司%结核分枝杆菌特异性细胞免疫反

应检测$

',:3

&试剂盒购于海口维
!

瑷生物研究院'

$,'

!

方法

$,',$

!

合格痰标本初筛
!

无菌接种钩调取送检痰液黏液(脓

性部分#压湿片或革兰染色后镜检#低倍镜下多形核白细胞
$

+0

"

71

#鳞状上皮细胞
%

*/

"

71

的痰标本纳入研究'

$,',/

!

痰培养
!

合格痰标本接种血平板(加万古霉素巧克力

平板(麦康凯平板#

.0f

(

06

二氧化碳环境培养
+-

或
-5E

观

察培养基#筛选可能致病菌鉴定'

$,','

!

恒温扩增芯片法病原检测
!

参照试剂盒说明书提取核

酸(加样(检测及结果判读'

$,',1

!

)':?:3

检测
!

参照
)':?:3

说明书操作'

$,',2

!

结核分枝杆菌
%

干扰素释放试验$

%e]'

&

!

参照
',

:3

说明操作'

/

!

结
!!

果

/,$

!

恒温扩增芯片法病原检测结果
!

共检测
"-

例标本#

-+

例标本呈阳性#阳性率
--,#6

'其中
*

种病原体
./

例#

+

种病

-

+0/*

-

检验医学与临床
+/*#

年
-

月第
*-

卷第
5

期
!

7H9VFN4MIB
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L
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原体
!

例#

.

种病原体
-

例#

-

种病原体
*

例#

0

种病原体
*

例'

病原菌如下!肺炎链球菌
*/

株#金黄色葡萄球菌
!

株#大肠埃

希菌
-

株#肺炎克雷伯菌
#

株#铜绿假单胞菌
"

株#鲍曼不动杆

菌
*

株#嗜麦芽窄食单胞菌
-

株#流感嗜血杆菌
*.

株#结核分

枝杆菌
5

株#衣原体
*

株#未检测到肺炎支原体(嗜肺军团菌'

/,/

!

细菌培养法结果
!

*/

例标本培养阳性#阳性率
*/,!6

'

其中肺炎链球菌
*

株#大肠埃希菌
*

株#铜绿假单胞菌
-

株#鲍

曼不动杆菌
*

株#流感嗜血杆菌
.

株'

/,'

!

结核分支杆菌恒温扩增芯片法(

)':?:3

(

%e]'

(抗酸染

色等
-

种方法的比较
!

恒温扩增芯片法检出
5

例结核分枝杆

菌阳性%

)':?:3

检测其中
0

例标本#

-

例呈阳性%

',:3

检测

检测
#

例#

.

例阳性%抗酸染色检测
#

例#

.

例呈阳性'见表
*

'

表
*

!!

不同检测方法对结核分枝杆菌的诊断效果比较

标本编号 标本接收时间
恒温扩

增芯片法
)':?:3 ',:3

抗酸染色

" +/*0

年
*+

月
+.

日 阳性 阴性 阳性 阳性

*/ +/*0

年
*+

月
.*

日 阳性
T T T

++ +/*!

年
/*

月
*"

日 阳性 阳性 阴性 阴性

.5 +/*!

年
/+

月
/0

日 阳性
T

阴性 阴性

0- +/*!

年
/.

月
+.

日 阳性 阳性 阳性 阴性

#. +/*!

年
/-

月
+*

日 阳性 阳性 阴性 阴性

#- +/*!

年
/-

月
+*

日 阳性
T

阴性 阳性

5/ +/*!

年
/0

月
+.

日 阳性 阳性 阳性 阳性

!!

注!

T

表示未检测该项目'

'

!

讨
!!

论

!!

传统细菌培养法在检测敏感性(检测周期等方面难以满足

肺部感染治疗的要求'本研究采用恒温扩增芯片法基于

7'V1

原理#对常见的肺炎病原体进行检测#该芯片可同时检

测
*+

种病原体$肺炎链球菌(金黄色葡萄球菌(大肠埃希菌(肺

炎克雷伯菌(铜绿假单胞菌(鲍曼不动杆菌(嗜麦芽窄食单胞

菌(流感嗜血杆菌(嗜肺军团菌(结核分枝杆菌(肺炎支原体(衣

原体&并可筛选耐甲氧西林葡萄球菌的
PFG'

基因'从痰液标

本处理到报告结果全过程仅需
+E

#与传统痰培养法比较#大幅

缩短了检验周期'

"-

例痰标本同时进行了恒温扩增芯片法检测和细菌培养

法#对
5

种传统可培养细菌$肺炎链球菌(金黄色葡萄球菌(大

肠埃希菌(肺炎克雷伯菌(铜绿假单胞菌(鲍曼不动杆菌(嗜麦

芽窄食单胞菌(流感嗜血杆菌&#恒温扩增芯片法检出
!.

株病

原体#培养法检出
*/

株病原体#前者敏感性显著高于后者'恒

温扩增芯片法检出的病原菌分布也与细菌培养法有较大差异#

恒温扩增芯片法检测结果中流感嗜血杆菌$

*.

株&是主要下呼

吸道致病菌#其次为肺炎链球菌$

*/

株&和铜绿假单胞菌$

"

株&%细菌培养法检测出铜绿假单胞菌
-

株(流感嗜血杆菌
.

株#肺炎链球菌仅培养出
*

株'陈愉生等)

*

*研究结果显示#采

用恒温扩增芯片法#检测出铜绿假单胞菌$

+*

株&(流感嗜血杆

菌$

+/

株&(肺炎克雷伯菌$

+/

株&(肺炎链球菌$

*+

株&#是肺炎

主要的致病菌%而采用细菌培养法#检测出铜绿假单胞菌$

*-

株&(肺炎克雷伯菌$

*+

株&(鲍曼不动杆菌$

*/

株&是主要致病

菌#而流感嗜血杆菌仅检出
-

株'国内其他通过细菌培养法研

究下呼吸道感染的结论也多以铜绿假单胞菌(肺炎克雷伯菌(

大肠埃希菌等为主要致病菌)

+?-

*

#流感嗜血杆菌(肺炎链球菌检

出率较低'恒温扩增芯片法和细菌培养法的病原分布存在差

异#可能原因是痰标本被口腔污染或实验室检测条件限制#没

有检测到真正病原体'恒温扩增芯片法较细菌培养法病原菌

检出率更高#更能反映下呼吸道感染的真实病原'

恒温扩增芯片法另外包括结核分枝杆菌检测#本研究中
5

例患者结核分枝杆菌呈阳性结果%其中
0

例通过
)':?:3

检测

结核分枝杆菌#

-

例阳性%

#

例采用
%e]'

#仅有
.

例为阳性结

果%

#

例采用痰特殊细菌涂片及染色#仅有
.

例为阳性'恒温

扩增芯片法和
)':?:3

两者的检测能力相近#

)':?:3

虽然有

*

例漏检#但限于标本量有限(标本的不均一性等原因#不足以

提示两者有差异'

%e]'

仅检出
.

例阳性#可能是由于
%e]'

主要检测淋巴细胞产生干扰素能力#当淋巴细胞不足或活性降

低时会导致假阴性结果#本研究中的
-

例
%e]'

检测阴性患

者#其淋巴细胞数量(比例均低于正常证实了此假设'在进行

%e]'

检测前应监测淋巴细胞情况#如淋巴细胞比例和$或&绝

对值偏低时#暂时不要进行此项检测#待其淋巴细胞恢复正常

后再检测#以获得可靠结果'

#

例标本行抗酸染色#仅
.

例阳

性#抗酸染色由于其成本低廉(操作简易#而成为普遍开展的结

核筛查项目#但其阳性率显著偏低#特异性不高)

0?#

*

#已不能满

足临床需求'

恒温扩增芯片法还可检测
.

种非常规培养的病原体!军团

菌(肺炎支原体(衣原体#以往这些不能常规培养的病原体主要

依靠血清学方法进行检测#但要到病程
*

!

+

周以后#血清中才

能出现相应抗体#对临床的实际诊治价值有限'将
.

种病原体

整合到芯片中#可达到快速诊断的目的'本研究中未检出支原

体(军团菌#检出
*

例衣原体#临床应用效果有待增加样本量后

进一步评价'

恒温扩增芯片法较细菌培养法#可快速诊断感染病原菌#

并提高阳性率%较涂片抗酸染色(
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