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  摘 要:目的 探讨实时荧光定量聚合酶链反应(PCR)在B族链球菌产前检查中的可行性。方法 收集

2019年7月至2020年2月到该院进行产前检查、孕周34~37周的孕晚期孕妇共2
 

012例的阴道-肛周分泌物

标本进行普通细菌培养和实时荧光定量PCR检测,比较两种方法对
 

B
 

族链球菌的检出率,分析药敏试验结果、
采样部位和B族链球菌菌液浓度对实时荧光定量PCR检出率的影响。结果 实时荧光定量PCR检出率为

9.5%,普通细菌培养检出率为3.6
 

%,两种方法阳性检出率比较,差异有统计学意义(P<0.05);采样部位对B
族链球菌的检出影响明显,阴道-肛周双部位采样可明显提高B族链球菌的检出率,差异有统计学意义(P<
0.05);对实时荧光定量PCR检出阳性孕妇使用青霉素治疗,对青霉素过敏者,可采用头孢噻肟治疗,对青霉素

和头孢噻肟均过敏者建议补充普通细菌培养法及药敏试验,采用个性化药物治疗。结论 实时荧光定量PCR
可提高B族链球菌的检出率,该方法用在B族链球菌产前检查中具有可行性。

 

关键词:B族链球菌; 细菌培养; 实时荧光定量聚合酶链反应; 产前筛查
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  B族链球菌(GBS)也被称为无乳链球菌,是一种

革兰阳性链球菌。孕产妇、新生儿等为高危易感人

群,孕妇出现GBS感染往往会使胎儿发生宫内窘迫、
早产等,造成不良的妊娠结局并引发侵袭性疾病。

GBS主要通过羊水或经产道分娩传播给新生儿,引起

新生儿感染,导致新生儿发病甚至死亡[1]。目前,临
床上多采用普通细菌培养法对孕妇生殖道GBS进行

检测,普通细菌培养是GBS检测的金标准,但具有耗

时长、灵敏度低、影响因素多等缺点;优点在于可以进

行药敏试验,临床可以根据药敏试验结果采用个性化

药物治疗。基于此,本研究旨在探讨实时荧光定量聚

合酶链反应(PCR)在孕晚期GBS感染检测中的应用

价值,现报道如下。

1 资料与方法

1.1 一般资料 选取2019年7月至2020年2月到

本院产前检查,孕周为34~37周,年龄17~44岁的

孕晚期孕妇共2
 

012例的阴道-肛周分泌物标本进行

普通细菌培养及实时荧光定量PCR检测。仅取阴道

分泌物或仅取肛周分泌物的孕妇未纳入统计。

1.2 标本采集 由医生取材,用无菌拭子在孕妇阴

道下1/3处旋转取分泌物;另一根拭子在肛周旋转取

分泌物。2份标本均需带有上皮细胞。室温保存,2
 

h
内送检。

1.3 材料与仪器 上海科玛嘉微生物技术有限公司
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的哥伦比亚血琼脂平板;法国生物梅里埃公司的ATB
全自动细菌分析仪;北京博尔诚公司的B族链球菌核

酸检测试剂盒;美国赛默飞公司的 ABI
 

7500
 

实时荧

光定量PCR仪。
1.4 分析方法 
1.4.1 普通细菌培养及药敏试验 1

 

241例标本采

用普通细菌培养检测,将标本接种于哥伦比亚血琼脂

平板,5%
 

CO2 培养箱内培养18~24
 

h后,观察菌落

形态,挑取可疑菌落在血平板上进行纯培养,然后涂

片、革兰染色并镜检。革兰阳性链球菌且触酶试验阴

性的做
 

CAMP
 

试验,同时用生物梅里埃公司ATB全

自动细菌分析仪鉴定细菌,CAMP
 

试验和仪器鉴定均

符合者判定为GBS。对普通细菌培养检出阳性者用

生物梅里埃公司的链球菌药敏板条进行GBS药敏试

验,操作步骤严格参照厂家说明书执行。
 

1.4.2 实时荧光定量PCR 828例采用实时荧光定

量PCR检测,DNA的提取方法和扩增条件及分析方

法严格参照博尔诚公司GBS核酸检测试剂盒说明书

操作。其中有57例用上述两种方法同时检测。阴道

或肛周分泌物之一检测出GBS即判定为GBS感染。
 

1.4.3 不同菌液浓度对实时荧光定量PCR检测的

判定 取普通细菌培养GBS阳性0.5麦氏单位菌落

(约为1.5×108
 

cfu/mL),10倍梯度稀释,直到103
 

cfu/mL,取107、106、105、104、103
 

cfu/mL
 

5种浓度梯

度,同批次进行检测,每种浓度梯度4个重复,Ct值≤
38,且有明显S型扩增曲线即判为阳性。
1.5 统计学处理 采用SPSS19.0统计软件进行数

据分析处理。计数资料以例数或百分率表示,采用χ2

检验进行比较。以P<0.05为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 两种检测方法结果比较 1
 

241例普通细菌培

养检测标本中阳性45例,检出率为3.6%,828例实

时荧光定量PCR检测标本中阳性79例,检出率为

9.5%,两种方法阳性检出率比较,差异有统计学意义

(χ2=30.841,P<0.05)。既用普通细菌培养又用实

时荧光定量PCR检测的57例标本中,3例实时荧光

定量PCR阳性,而这3例中,有1例普通细菌培养阴

性,即普通细菌培养只检出2例阳性。
2.2 药敏试验 对普通细菌培养检出阳性的45例

标本进行药敏试验,结果显示,GBS对青霉素、万古霉

素、头孢噻肟、利奈唑胺均100%敏感,对喹奴普汀/达

福普汀、氯霉素、左氧氟沙星、克林霉素、红霉素、四环

素的敏感率依次降低。见表1。
2.3 采样部位对实时荧光定量PCR检测结果的影

响 对实时荧光定量PCR检出阳性的79例标本进

行分析发现,有26例阴道-肛周分泌物均检出 GBS,
剩余53例仅检出一种分泌物阳性的孕妇中,12例为

阴道分泌物阳性,41例为肛周分泌物阳性。也就是说

阴道分泌物阳性检出率为4.6%(38/828),占总阳性

人数的48.1%(38/79);肛周分泌物阳性检出率为

8.1%(67/828),占总阳性人数的87.3%(69/79);肛
周分泌物阳性检出率明显高于阴道分泌物,差异有统

计学意义(P<0.05)。而阴道和肛周分泌物联合检测

的阳性检出率为9.5%(79/828),占总阳性人数的

100.0%(79/79)。可见阴道和肛周分泌物同时采样

可大大提高GBS的检出率,阴道、肛周及阴道和肛周

检出率之间比较,差异有统计学意义(χ2=15.647,
P<0.05)。

表1  45株GBS的药敏试验结果(%)

抗菌药物 敏感 中介 耐药

青霉素 100.0 0.0 0.0

万古霉素 100.0 0.0 0.0

头孢噻肟 100.0 0.0 0.0

利奈唑胺 100.0 0.0 0.0

喹奴普汀/达福普汀 82.3 1.6 16.1

氯霉素 80.6 0.0 19.4

左氧氟沙星 62.9 0.0 37.1

克林霉素 54.8 0.0 45.2

红霉素 27.4 3.2 69.4

四环素 19.4 0.0 80.6

2.4 GBS浓 度 对 实 时 荧 光 定 量 PCR 检 测 的 影

响 对0.5麦氏单位GBS菌落梯度稀释后检测发现,
除103

 

cfu/mL菌液的实时荧光定量PCR检测结果的

Ct值>38外,其他浓度的Ct值均小于38,见图1。
也就是说,实时荧光定量PCR检测GBS的Ct值随菌

液浓度降低而升高,可以检测到菌液浓度最低是104
 

cfu/mL。

图1  不同浓度菌悬液PCR检测的Ct值比较

3 讨  论

  GBS是条件致病菌,可正常寄居于人体的消化道

与泌尿生殖道内。2010年版美国疾控中心《围产期

GBS疾病预防指南》规定:在妊娠第35~37周取孕妇

直肠阴道分泌物进行GBS检测,并对阳性和高危孕

妇采用分娩期预防性抗菌药物进行干预。而在我国,
中华医学会起草的2011

 

版、2018
 

版《孕前和孕期保健

指南》规定:均将GBS收纳为备查项目。
  本科室前期采用普通细菌培养检测发现,GBS是
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本院检出的仅次于粪肠球菌的第2大革兰阳性致病

菌[2]。世界各地区妊娠期妇女 GBS检出率不尽相

同,澳大利亚检出率约为12.0%[3];西班牙当地妊娠

期妇女为10.5%,而移民到西班牙的外国妊娠期妇女

的检出率为18.9%[4];国内文献报道,南京地区的检

出率为3.65%[5],北京地区为8.0%[6],成都地区为

7.6%[7],广西地区为10.7%[8],贵州地区为12.6%[9]。
本研究采用实时荧光定量PCR检测GBS的检出率为

9.5%,这种差异可能与种族、饮食生活习惯、地区及检

测手段有关。
  普通细菌培养是检测GBS的金标准,其成本低,
易开展,因此是国内外大多数医院采用的首选检测方

法,但普通细菌培养的缺点是培养周期长,灵敏度略

低,且易受比如标本的及时转运接种、阴道或肛门周

围杂菌、检测人员的经验等外界条件的影响,导致出

现假阴性和假阳性结果。本研究发现,普通细菌培养

GBS的检出率为3.6%,而实时荧光定量PCR的检出

率为9.5%,后者检出率明显高于前者,差异有统计学

意义(P<0.05)。实时荧光定量PCR是对GBS的特

定DNA序列进行扩增检测,其优点是操作简便,灵敏

度和特异度高,受外界条件影响小,检测时间短,且可

以全程观测扩增过程;缺点是不能进行药敏试验指导

临床个性化用药。本研究药敏试验结果显示,GBS
 

对

青霉素、万古霉素、头孢噻肟、利奈唑胺100%敏感,与
大部分研究结果一致[10-13]。实时荧光定量PCR尽管

有不能进行药敏试验的弊端,但因GBS对青霉素和

头孢噻肟100%敏感,故可对实时荧光定量PCR检出

阳性的孕妇使用青霉素治疗,对青霉素过敏者,可用

头孢噻肟治疗,对青霉素和头孢噻肟均过敏者建议补

充普通细菌培养及药敏试验,给予个性化药物治疗。
  GBS寄居在人体多个部位,本研究发现,仅阴道

分泌物标本GBS阳性检出率为4.6%,仅肛周分泌物

标本的阳性检出率为8.1%,而阴道-肛周分泌物标本

联合检测的检出率为9.5%。这一结果提示,针对

GBS的检测,建议送检阴道-肛周双部位分泌物以提

高检出率。
  常规拭子标本送检,从采样、送检到上机,这个过

程可能要经过1~2
 

d,有时为了能集中检测,标本等

待上机的时间可能会更长。这些过程中由于细菌的

死亡降解,GBS-DNA必然会损失,造成检测假阴性发

生。本研究对菌液浓度稀释后的检测结果提示,当菌

液浓度为103
 

cfu/mL时,检测结果为阴性,根据菌液

浓度和检测结果的趋势规律,有理由判断:当菌液浓

度低于103
 

cfu/mL时,检测结果均为阴性。张静华

等[14]研究发现,增菌培养可以提高 GBS的检出率。
所以,引入增菌步骤是下一步研究的方向。
  杨春年等[15]通过6种GBS检测方法的经济学分

析发现,从成本-效果分析的角度看,实时荧光定量

PCR的性价比最高。
  综上所述,采用实时荧光定量PCR检测可以提

高GBS的阳性检出率,缩短检测时间,该方法在GBS
产前检查中具有可行性,但应注意多部位采样并保证

有足够的采集量,以减少假阴性发生。
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