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要"目的
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用
L$S

法进行痰标本真菌检测!并与痰培养结果作比较!以期为临床真菌感染的早期诊断和治疗提供有效手

段$方法
"

!*"

例免疫力低下患者留取痰标本
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份
V2

"均为一式双份#!其中一份直接用于
L$S

扩增!另一份在
(/U

培养
!

#

/6

!如见真菌或可疑菌落!则用无菌棉拭子挑取菌落!再次进行
L$S

扩增并测序!测序结果与已知真菌序列进行比对!以鉴定种

属$然后用配对卡方检验对
(

种方法"直接
L$S

%培养%培养后
L$S

#的检测结果进行统计学分析$结果
"

!)1

份痰标本接种于科

玛嘉平板后培养
/6

!其中
!1*

份见真菌生长!

1N

份未见真菌生长'痰培养后挑取真菌或可疑菌落进行
L$S

分析!结果阳性
!/"

份!阴性
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份'痰标本直接
L$S

分析!阳性
!/N

份!阴性
!*

份$

L$S

扩增产物经测序%比对发现!除
2

份为曲霉菌!其余均为白色

念珠菌$痰培养法真菌检出率显著低于痰直接
L$S

法"

Oi"'"""

#和痰培养后
L$S

法"

Oi"'"""

#'痰培养后!

L$S

法与痰直接

L$S

法真菌检出率差异无统计学意义"

Oi"'!!#

#$结论
"

痰直接
L$S

和痰培养后
L$S

在真菌检测中均具有高度敏感性!但是

前者操作更加简便%快速!适合临床实验室常规使用$

关键词"真菌'

"

聚合酶链反应'

"

痰培养

!"#

!

!"'()*)

"

+

',--.'!*/(01!("'2"!2'!('"12

文献标识码"

3

文章编号"

!*/(01!("

"

2"!2

#

!(0!*(#0"2

""

近年来#随着器官移植受者'获得性免疫缺陷综合征患者'

接受免疫抑制治疗的患者'以及长期接受侵袭性治疗的患者等

易感人群不断增多#侵袭性真菌感染的形势越来越严峻)
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(

对于免疫低下患者#侵袭性真菌病$

R%]

%一旦发病#死亡率极

高#因此#早期诊断和早期治疗具有重要的临床意义)

(
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(不过#

当前实验室还缺乏特异'有效的真菌检测方法)
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(本研究利

用前期建立的真菌通用
L$S

检测法)
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#对
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例患者的痰标

本进行了分析#结果发现其比普通培养具有更高的敏感性#现

报道如下(
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例免疫力低下患者$长期服用免疫抑制剂患者'

R$&

患者'长期接受插管等创伤性治疗患者%为研究对象#收集
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痰标本的处理
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取
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同时将配对的
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#每天观察#如出现真

菌或可疑菌落生长#则用无菌棉拭子挑取代表性菌落#转移至

!'#?X

离心管内保存$含无菌生理盐水%(
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基因分析
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按照以前建立的方法提取痰标本基因组
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#并进行
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数据库中进行比对&如果未出现靶条带#则

为阴性(每份标本同时进行内对照扩增#以排除假阴性结果(
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$阴性%&痰培养后挑取真菌或可疑菌落进行
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分析#结果阳

性
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份#阴性
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份&痰标本直接
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分析#阳性
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扩增产物送上海英俊公司测序#经序列比对发

现
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份为曲霉菌感染#其他均为白色念珠菌感染(用内对照扩

增
c3L]T

进行验证#仅发现
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份真菌培养阴性标本存在扩增

抑制现象或提取过程中基因组
]G3

丢失(
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种方法的比较
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份标本中#痰培养法真菌阳性率为
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%#痰培养后
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养法真菌检出率显著低于痰直接
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法$
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%&痰培养后#
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法与痰直接
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真菌根据其致病性分为致病性真菌!组织孢浆菌#球孢子

菌#类球孢子菌#皮炎芽生菌#着色真菌#孢子丝菌等&条件致病

菌!念珠菌#隐球菌#曲霉菌#毛霉属#放线菌#奴卡菌(侵袭性

真菌感染多为条件致病菌#其中以白色念珠菌和曲霉菌感染最

为常见#约占真菌感染的
/"e

#

N"e
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(本研究对
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份痰

标本进行真菌
L$S

扩增#共检测到真菌
!/N

份#其中仅
2

份为

曲霉菌#其余全部为白色念珠菌(真菌感染的诊断主要依赖于

临床症状'影像学检查和病原学检查#但由于其临床症状和影

像学表现无特异性#故病原学检查具有非常重要的价值)

N

*

(病

原学检查主要包括真菌直接镜检'培养和组织病理学检查)
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其中镜检是
R%]

实验室检查中最简单'直接与实用的诊断方

法(无菌部位标本镜检阳性#可诊断为真菌感染#但检出率较

低#阴性结果不能排除诊断(痰等带菌标本只有镜检发现大量

菌丝或假菌丝才有诊断意义(培养是
R%]

实验室检查的经典

方法#若来源于无菌部位的标本有真菌生长#即可确定为真菌

侵袭性感染(但对痰'脓液'粪便等标本真菌培养阳性则应谨

慎判断#不能简单地视为
R%]

或者污染#必须密切结合临床做

出诊断)

N
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(

不过#痰培养虽然操作方便#但易受抗菌剂使用'菌群失调

等相关因素的影响#所用时间也较长$

!

#
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周%(为实现真菌

感染的早发现'早治疗#本研究用前期建立的
L$S

法对
!)1

份

痰标本进行扩增#并与痰培养和培养后
L$S

做比较#结果发现

直接
L$S

法具有更高的敏感性#检测更为快速$约
1;

%'方便#

而且通过对
L$S

产物测序可以实现真菌种属的鉴定(由于不

同真菌的耐药有所差异#所以种属鉴定有助于临床实现
R%]

的个性化治疗#促进患者的预后#并有利于节约卫生资源(为

了避免假阳性#作者对标本的采集'运送'分析全过程进行了控

制#防止外界真菌的污染(同时在检测过程中#设置了内对照#

扩增人
c3L]T

基因#以提示标本采集处理不当或存在扩增

抑制现象#避免假阴性发生#确保检测结果的准确性和可靠性(

不过#本方法仅进行真菌定性检测#无法鉴别真菌定植与侵袭

性感染(在多数情况下#条件致病真菌仅在合适的部位定植而

不引起感染#但当机体的抵抗力下降'菌群失调或天然屏障结

构破坏#定植真菌会引起侵袭性感染#并导致严重的临床后果(

可见#定植真菌的检测对危重患者也能起到一定的预警作

用)

#

*

(

总之#虽然
L$S

检测无法鉴别真菌定植与感染#至今还未

被批准用于侵袭性真菌病的临床诊断#但由于该方法具有高度

的灵敏性和特异性)
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*

#建议将
L$S

法与其他检测方法联合

应用#同时结合患者临床症状及影像学特征#以提高
R%]

的确

诊率#减少经验性用药或非必要的预防性用药)
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全自动尿沉渣分析仪在细菌计数中应用的探讨
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!用培养法验证配制菌液的实际浓度$同样的方法配制

大肠埃希菌与表皮葡萄球菌及大肠埃希菌%表皮葡萄球菌"

!\!

#混合菌液!用
&%0#"",

全自动尿沉渣分析仪进行细菌计数$比较
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