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要"目的
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建立实时荧光定量聚合酶链反应"

VWZ

%!检测肺部感染患者痰液中军团菌属特异性
!&MCZ,8

基因&方法
!

利用军团菌属特异性
!&MCZ,8

基因保守序列设计引物和探针!优化反应条件和反应体系!对嗜肺军团菌'非嗜肺军团菌及其他

病原菌标准菌株进行检测!验证该方法的特异性'敏感性'重复性$并对
//$

例肺部感染患者痰液标本进行检测!同时采用
VWZ

酶

切法作比较!阳性者对基因扩增产物测序做验证试验&结果
!

该方法检测军团菌属所有标准菌株均出现阳性信号!其他非军团菌

属检测结果均为阴性!灵敏度为
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例肺部感染患者的痰液标本!实时荧光定量
VWZ

军团菌检出阳性率为
"0#!2

!

VWZ

酶切法检出阳性率为
!(#(2

!经
!&MCZ,8

基因测序验证军团菌阳性率为
!$#"2

!

0

种方法检出阳性率差异无统计学意义
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%&结论
!

实时荧光定量
VWZ

检测患者痰液标本中军团菌!具有快速'简便的特点!可作为临床军团菌感染患者的一种

辅助诊断试验&
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军团菌是引起军团菌病的重要病原菌#细菌培养和血清型

鉴定是检测军团菌属的传统方法#但在检测范围和检测时间上

存在很大的局限性)
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(由嗜肺军团菌引发的重症肺炎缺乏典

型的临床症状#不易直接与其他病原菌所致肺炎进行明确的区

分#因此这种感染在临床上不易被诊断出来(此外#由于大多

数临床医师缺乏军团菌感染的意识#以及该菌的体外培养需要

复杂的营养培养基#都进一步增加了诊断的难度(实时荧光定

量聚合酶链反应$

VWZ

&技术是一种简单'快速'高效的方法#该

方法基于特异性荧光探针和
VWZ

#具有较高的特异度和灵敏

度#在国外应用荧光定量技术检测军团菌属的方法已被大量报

道)
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*

(本研究根据军团菌属
!&MCZ,8

基因序列设计引物和

探针)

/7&

*

#通过对军团菌属标准菌株及其他细菌进行检测#验证

该方法的特异度'灵敏度及重复性#并用此方法对山西省儿童

医院和山西医科大学第二医院采集的
/$$

例肺部感染患者的

痰液标本进行检测#现报道如下(
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!

资料与方法

>#>

!

标本来源
!

"%!0

年
!!

月至
"%!'

年
'

月山西省儿童医院

肺部感染患儿
"0$

例纳入儿童组#男
!//

例#女
1"

例%年龄
%

"

!'

岁#其中新生儿$

$

0%B

&

"

例#

0%B

至小于
0

岁者
!0'

例#

0

"$

$

岁者
$!

例#

$

"

!'

岁者
0%

例%采集痰液或气管抽出液
!

HY

#置无菌离心管中(同期山西医科大学第二医院肺部感染

患者
0'%

例纳入成人组#男
"!!

例#女
!"(

例%年龄
"%

"

("

岁#

其中
"%

"

&%

岁者
!'$

例#

%

&%

岁者
!(0

例%采集痰液标本#在

采集标本前#让患者在清晨先用清水漱口数次#然后用力咳出

气管深处的痰#或用吸痰器吸出气管内痰液#盛于灭菌容器中#

注意勿混入唾液或鼻咽分泌物#标本采集后立即送检(

>#?

!

标准试验菌株
!
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株嗜肺军团菌国际标准参考株$

M

A

!7

8.WW00!/"

'

M

A

"78.WW00!/'

'

M

A

'78.WW00!/&

'

M

A

&78.WW00"!/

和

8.WW'0$%0

&%

/

株非嗜肺军团菌标准参考株$长滩军团菌

8.WW00'&"

'麦氏军团菌
8.WW00"!1

'菲氏军团菌
8.WW0/%$"

'橡

+

'$&"

+

国际检验医学杂志
"%!/

年
(

月第
0&

卷第
!1

期
!

J6?LY:DU=B

!

M=

>

?=HD=C"%!/

!

\9;#0&

!

,9#!1

"

基金项目!山西省留学归国基金项目$

"%!%7!%/

&(
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作者简介!朱镭#男#主管技师#主要从事微生物学和免疫学工作研究(
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树岭军团菌
8.WW00$&!

和戈氏军团菌
8.WW000'"

&%

!%

株其他病

原菌$肺炎克雷伯菌
8.WW0/&/$

'奈瑟脑膜炎球菌
)MT%$%"

'流感

嗜血 杆 菌
8.WW!%"!!

'大 肠 埃 希 菌
8.WW"/(""

'粪 肠 球 菌

8.WW"("!"

'铜绿假单胞菌
8.WW"$1/0

'嗜麦芽寡养单胞菌

8.WW/!00!

'金黄色葡萄球菌
8.WW&0/1

'阴沟肠杆菌
8.WW!0%'$

和奇异变形杆菌
8.WW0/&/(

&#均由广州金域医学检验中心提供(

>#@

!

仪器与试剂
!

美国
8TJ

公司
$0%%

型实时荧光定量
VWZ

仪和美国
UL

公司
V.W7"%%VWZ

扩增仪#其他耗材包括标本

采集管#扩增管#移液枪头等#均为无菌%军团菌核酸检测试剂

盒$实时荧光定量
VWZ

法&#由上海复星长征公司提供#试剂盒

主要组成成分包括
VWZ

缓冲液#军团菌引物和荧光探针$引物

序列!

N!7/P78XXX..X8. 8XX..8 8X8WX70P

%

Z!7/P7

WW88W8XW.8X..X8W8.WX70P

%探针序列!

/P7N8U7

W8XX.8 XWWXWW..W XWW 8W. X7[8TŴ W70P

&#

.:

_

酶#尿嘧啶
[,8

糖苷酶$

Q,X

&#内参$合成病毒&#军团菌阳性

和阴性对照#

[,8

提取液$磁珠法&(军团菌酶切分型检测试

剂由广州金域医学检验中心科研部提供(

>#A

!

方法

>#A#>

!

[,8

提取$磁珠法&

!

采用
.XE4B=U!&

全自动核酸

提取仪#在痰液标本中加入等量军团菌痰消化液#

0$f0%H46

液化痰标本(在核酸提取仪的第
!

槽中加痰消化液
'%%

%

Y

'

[,8

裂解液
&%%

%

Y

'磁珠
"%

%

Y

#混合
!%H46

#磁吸
&%5

%第
"

槽$清洗&#加入核酸清洗液
/%%

%

Y

#混合
!H46

#磁吸
&%5

%第
0

槽$清洗&#加入
1%2

乙醇
/%%

%

Y

#混合
!H46

#磁吸
&%5

%第
'

槽$清洗&#加入
1%2

乙醇
/%%

%

Y

#混合
!H46

#磁吸
&%5

%第
/

步#

$%f

加热
/H46

%第
&

槽#加入核酸洗脱液
/%

%

Y

#洗脱

[,8

#吸出放置环氧树脂$

-V

&管中#

d"% f

保存#供做
VWZ

试验(

>#A#?

!

VWZ

酶切法)

/

*

!

在
/%

%

Y

反应体系中含
"hVWZ

U:5?=CU4]"/

%

Y

#引物
Y=

A

V!

和
V"

$

!%

%

H9;

"

Y

&各
"#%

%

Y

#

灭菌双蒸水$

BB7*

"

+

&

!&

%

Y

#基因组
[,8/

%

Y

#置于
V.W7"%%

VWZ

扩增仪
(/f

预变性
0H46

#进入循环!

(/f 0%5

#

/$f

0%5

#

$"f0%5

#共
0/

个周期%最后
$"f

延伸
/H46

(每次反

应均设阳性'阴性和空白对照#取
/

%

YVWZ

产物于
!#/2

琼脂

糖凝胶电泳#

!%%\

#电泳至琼脂糖凝胶
"

"

0

处#

[,8

分子量标

志分别为
!%%

'

"%%

'

0%%

'

'%%

'

/%%

'

&%%D

>

#用美国
T497Z:B

公司

凝胶成像仪观察结果#扩增片段为
""&D

>

#

VWZ

试验阳性者#

做酶切分型#鉴定嗜肺军团菌和其他非嗜肺军团菌#最后做基

因测序验证(

>#A#@

!

实时荧光定量
VWZ

!

$

!

&扩增程序!在
0%

%

Y

反应体系

中#含
"hVWZ

缓冲液
!/

%

Y

#氯化镁$

U

A

W;

"

&

0

%

Y

#引物
N!

和

Z!

各
!#/

%

Y

#军团菌荧光探针
0

%

Y

#

.:

_

酶
"

%

Y

#模板
[,8

'

%

Y

(反应程序!

/%f"H46

#

('f "H46

%

('f "%5

#

&%f

'/5

#循环
'%

次%

&%f

采集
N8U

'

L+-

荧光通道的信号#按操

作说明书进行($

"

&质量控制!试剂盒中提供军团菌阳性和阴

性对照各
!

支#每次试验必须设置阳性和阴性对照各
!

管(临

床痰液标本实时荧光定量
VWZ

检测#如试剂质量完好且操作

准确#军团菌阳性对照应为阳性#

N8U

通道
W?

阳
$

W?

弱阳
$

0"

$

W?

值为循环阈值#即每个反应管内荧光信号达到设定的域值

时所经历的循环数&%阴性对照为阴性#

L+-

通道
W?c'%

#而且

阳性对照扩增曲线呈明显对数增长期曲线形态#每个样品内参

L+-

通道的
W?

值要求小于
0/

#检测结果应达到上述要求的标

准($

0

&结果判断!

VWZ

扩增结束后按仪器和软件要求保存结

果和数据分析(取高于样品噪声线和阴性对照的荧光值作为

检测阈值(以
N8U

通道的
W?

值判断军团菌
[,8

的存在(

W?

&

0/

为阳性%

0/

$

W?

$

'%

为弱阳性$属于检测灰区#需复

检&%

W?c'%

为阴性(灰区样品要求重复检测
"

次#如检查结

果出现至少
!

次
W?

$

'%

判断为弱阳性(否则#判断该管阴性(

>#A#A

!

阳性样品测序试验
!

实时荧光定量
VWZ

试验阳性标

本#做军团菌
!&MCZ,8

基因测序鉴定#

VWZ

引物设计参考文

献)

&

*#序列如下#

Y=

A

01&N

!

/P78XX X.. X8. 8XX ..8

8X8XW70P

%

Y=

A

01&Z

!

/P7WW8 8W8 XW. 8X. .X8W8.

WX70P

(引物由广州英骏生物技术有限公司协助合成#所测得

序列经美国国家生物技术信息中心$

,WTJ

&的
T;:5?

搜索引擎

在
X=6T:6̀

军团菌核酸序列数据库中进行比对#获得各菌株

鉴定结果(

>#A#Q

!

特异性检验
!

选取
!%

株军团菌属$嗜肺军团菌和非嗜

肺军团菌各
/

株&及
!%

株其他病原菌#配制成
!%

0

"

HY

浓度的

菌液提取
[,8

#进行实时荧光定量
VWZ

试验#检测特异性(

>#A#R

!

敏感性检验
!

提取浓度
!%

'

'

!%

0

'

!%

"

'

!%

!

'

!%

%

"

HY

的

嗜肺军团菌
!

型$

8.WW00!/"

&

[,8

#进行实时荧光定量
VWZ

试验#检测敏感性(

>#A#V

!

重复性检验
!

取
0

个不同
[,8

浓度嗜肺军团菌
!

型

样品#对每个浓度样品做
0

次重复检测#计算
W?

值的变异系

数#以验证检测体系的稳定性(

>#Q

!

统计学处理
!

采用
MVMM!(#%

进行数据处理与统计分

析#计数资料以例数或百分率表示#实时荧光定量
VWZ

和

!&MCZ,8

基因测序验证试验结果比较采用
(

" 检验(计算阳

性符合率
c8

"$

8bW

&

h!%%2

#其中
8

为两种方法均为阳性

例数#

W

为实时荧光定量
VWZ

阴性而
!&MCZ,8

基因测序阳

性例数(阴性符合率
c[

"$

Tb[

&

h!%%2

#其中
[

为两种方

法均为阴性例数#

T

为实时荧光定量
VWZ

阳性而
!&MCZ,8

基因测序阴性例数(总符合率
c

$

8b[

&"$

8bTbWb[

&

h

!%%2

(

?

!

结
!!

果

?#>

!

特异性
!

通过对
!%

株标准军团菌属和
!%

株其他病原菌

进行实时荧光定量
VWZ

扩增试验#

!%

株军团菌属!嗜肺军团

菌$

!

型'

"

型'

'

型'

&

型'

!'

型&和非嗜肺军团菌各
/

株#均呈

阳性扩增反应%

!%

株其他病原菌$肺炎克雷伯菌'粪肠球菌'嗜

麦芽寡养单胞'奈瑟脑膜炎球菌'大肠埃希菌'铜绿假单胞菌'

金黄色葡萄球菌'阴沟肠杆菌'奇异变形杆菌和流感嗜血杆菌&

均为阴性#说明该方法具有良好的特异性(

?#?

!

敏感性
!

通过对嗜肺军团菌血清型
!

型不同浓度的菌液

进行培养计数#结果显示
!%

'

'

!%

0

'

!%

"

'

!%

!

'

!%

%

"

HY

浓度菌液

的平皿#平均菌落数分别为
01!

'

/0

'

!%

'

%

'

%WNQ

"

HY

(经

$%f!@

灭活后提取基因组
[,8

#采用
VWZ

酶切法和实时荧

光定量
VWZ

检测(

VWZ

酶切检测的灵敏度为
01!WNQ

"

HY

#

而实时荧光定量
VWZ

检测的灵敏度为
!%

"

WNQ

"

HY

(可见实

时荧光定量
VWZ

检测灵敏度高于常规
VWZ

方法(

?#@

!

重复性
!

通过对菌液浓度为
!%

'

'

!%

0

'

!%

"

"

HY

等不同浓

度梯度嗜肺军团菌
!

型进行实时荧光定量
VWZ

试验#每个重

复
0

次#计算各重复样品
W?

值的变异系数#分别为
%#0"%2

'

%#0&'2

'

%#"0/2

(结果表明该试验具有较好的重复性(

?#A

!

临床痰液标本检测结果
!

!&MCZ,8

基因测序验证成人

组'儿童组军团菌阳性率分别为
!/#(2

$

/'

"

0'%

&'

!(#%2

$

'/

"

"0$

&%实时荧光定量
VWZ

检出成人组'儿童组军团菌阳性率分

别为
!1#1

$

&'

"

0'%

&'

"(#!

$

&(

"

"0$

&%

VWZ

酶切法检出成人组'

儿童组军团菌阳性率分别为
!&#12

$

/$

"

0'%

&'

"'#/2

$

/1

"

"0$

&(实时荧光定量
VWZ

'

VWZ

酶切与
!&MCZ,8

基因测序

检测两组军团菌总阳性率比较#差异无统计学意义$

(

"

c

%#%"/

#

Fc0#!!&

&(不同方法检测各年龄段临床痰液标本结

果#见表
!

(以军团
!&MCZ,8

基因测序作为验证试验#实时荧

+

/$&"

+

国际检验医学杂志
"%!/

年
(

月第
0&

卷第
!1

期
!

J6?LY:DU=B

!

M=

>

?=HD=C"%!/

!

\9;#0&

!
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光定量
VWZ

阳性符合率为
!%%#%%2

#阴性符合率为
("#1(2

#

总符合率为
('#!!2

%

VWZ

酶切法阳性符合率为
!%%#%%2

#阴

性符合率为
(&#&/2

#总符合率
($#""2

(

表
!

!!

不同检测方法检出各年龄段临床痰液标本军

!!!

团菌阳性率#

%

$

2

%&

年龄组别
% VWZ

酶切
实时荧光

定量
VWZ

!&MCZ,8

基因测序

成人组

!

"%

"

&%

岁
!'$ 0"

$

"!#1

&

0/

$

"0#1

&

0!

$

"!#!

&

!%

&%

岁
!(0 "/

$

!0#%

&

"(

$

!/#%

&

"0

$

!!#(

&

儿童组

!$

0%B "

!

%

$

%#%

&

!

%

$

%#%

&

!

%

$

%#%

&

!

0%B

至小于
0

岁
!0' 00

$

"'#&

&

0(

$

"(#!

&

"/

$

!1#&

&

!

0

"$

$

岁
$! !$

$

"0#(

&

"!

$

"(#&

&

!'

$

!(#$

&

!

$

"

!'

岁
0%

!

1

$

"&#$

&

!

(

$

0%#%

&

!

&

$

"%#%

&

合计
/$$ !!/

$

!(#(

&

!00

$

"0#!

&

((

$

!$#"

&

@

!

讨
!!

论

军团菌肺炎的临床症状不典型#很难明确地与其他病原菌

所致肺炎相区分#而检测军团菌的传统方法主要依靠培养和血

清型鉴定#受到了检测时间和范围的限制#这都给临床诊断造

成极大困难)

!d"

*(本试验根据军团菌
!&MCZ,8

基因序列

设计引物和探针)

/d&

*#建立实时荧光定量
VWZ

试验方法#并

摸索试验条件#优化试验程序#改进试验方法#采用磁珠法提取

样品中
[,8

#提高了试验的灵敏度#可用于检测临床患者痰液

标本中军团菌(共收集儿童和成人肺部感染患者
/$$

例#实时

荧光定量
VWZ

法检出军团菌阳性
!00

例$

"0#!2

&#

VWZ

酶切

法检出阳性
!!/

例$

!(#(2

&#

!&MCZ,8

基因测序验证阳性
((

例$

!$#"2

&(其中儿童组
"0$

例#实时荧光定量
VWZ

检出军

团菌阳性
&(

例$

"(#!2

&#

VWZ

酶切法检出阳性
/1

例$

"'#

/2

&#

!&MCZ,8

基因测序验证阳性
'/

例$

!(#%2

&#说明小儿

呼吸道感染患者中#确实存在军团菌感染性肺炎(成人组
0'%

例#实时荧光定量
VWZ

检出军团菌阳性
&'

例$

!1#12

&#

!&M

CZ,8

基因测序验证阳性
/'

例$

!/#(2

&#其中
!%

例测序结果

阴性#视其为假阳性病例(对实时荧光定量
VWZ

法'

VWZ

酶

切法和
!&MCZ,8

基因测序检测军团菌的总阳性率进行比较#

差异无统计学意义$

F

%

%#%/

&(说明实时荧光定量
VWZ

和

VWZ

酶切法是一种高效'快速'简单的方法#具有较高的灵敏

度和特异度#通过活菌计数法检测其灵敏度可检测到
!%

" 个细

菌
[,8

浓度#可作为儿童和成人军团菌感染的一种辅助诊断

试验(

嗜肺军团菌是一种细胞内致病菌#

0

岁以下儿童'

&%

岁以

上老年人对军团菌易感#其感染高于其他年龄段%此外#其他免

疫功能低下者也是军团菌病的易感人群(军团菌感染患者最

小年龄
'/B

#最大年龄
1'

岁(

&%

岁以上老年人和
0

岁以下小

儿患病率较高#说明老年人和小儿等免疫力低下人群是军团菌

肺炎的易感人群(

综上所述#实时荧光定量
VWZ

法检测患者痰液标本中军

团菌#具有快速'简便的特点#且特异性'灵敏性'重复性好#可

作为临床军团菌感染患者的一种辅助诊断试验(
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