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!

混合感染情况
!

双重感染涉及
+

种病原体#共
##+!

例#

主要为
KN

合并
MHV.%%

例&三重感染除
(N

以外的
/

种病原

体#共
#!/

例#主要为
KN

'

LN

合并
MHV*%

例&四重以上感染

##

例#为
KN

'

LN

'

MHV

'

L[P

合并
W\P.

例#

KN

'

W\P

'

5[P

'

MHV

合并
NMP2*

例*

@,A

!

性别'年龄分布
!

女性
M

B

K

检出率为
*",%$-

$

#)/.

"

!.!%

%#高于男性(

*$,+/-

$

%%$.

"

"!/"

%)#但差异无统计学意

义$

H

(

$,$"

%*

&

#

岁'

#

!&

!

岁'

!

!

)

岁'

(

)

岁组检出率分

别为
#+,##-

$

+%"

"

*/*$

%'

).,!*-

$

%%.$

"

!!.#

%'

..,#+-

$

"##

"

))%

%'

..,$"-

$

#//

"

%**

%#构成比分别为
%!,."-

$

+%"

"

!/+*

%'

"/,%+-

$

%%.$

"

!/+*

%'

#!,#%-

$

"##

"

!/+*

%'

*,/!-

$

#//

"

!/+*

%*

@,B

!

季节分布
!

春'夏'秋'冬季四季
M

B

K

检出率分别为

*#,"+-

$

#$!#

"

%*.+

%'

*#,+)-

$

/)*

"

%$"+

%'

*$,+)-

$

+$+

"

%%#+

%'

*),#+-

$

#$+$

"

%!)$

%#各季节
M

B

K

检出率比较差异均

无统计学意义$

H

(

$,$"

%*

A

!

讨
!!

论

本研究
+##.

例患儿中病原体
M

B

K

检出率为
*%,.#-

#

KN

检出率高达
!),$+-

#高于绍兴地区(

#

)报道的
#",*.-

#与

深圳地区(

"

)报道的
!!,!-

相近&其次病毒检出率为
#/,..-

#

LN

为
!,/-

#

(Xa

和
(N

仅为
$,!+-

'

$,#)-

*其中单一病原

体感染占
)","*-

#以
KN

感染为主&合并感染占
!*,*)-

#以

KN

合并
MHV

最为常见#这与
KN

等病原体感染使气道黏膜细

胞损害导致病原体易感#也可能与患儿机体免疫力低下有关&

三重或四重感染较少#与文献(

!

#

)4+

)研究结果相似*

婴幼儿是急性呼吸道感染高发人群(

#$

)

#本研究
!/+*

例呼

吸道病原体
M

B

K

阳性患儿中小于
#

岁占
%!,."-

#

#

!&

!

岁

占
"/,%+-

#

!

!

)

岁占
#!,#%-

#

(

)

岁占
*,/!-

#表明大于
!

岁儿童是呼吸道病原体的易感人群#而感染多发生在
#

!&

!

岁儿童#这可能与小于
#

岁婴儿体内从母体获取的抗体有关&

#

!&

!

岁婴幼儿多处于断奶期#失去从母体获取抗体的保护#

而婴幼儿自身免疫系统尚未发育完全#免疫力较低#易发生感

染*从性别来看#女性患儿感染率高于男性#但二者比较差异

无统计学意义$

H

(

$,$"

%#与王晓阳等(

##

)研究结果一致&各季

节呼吸道病原体检出率比较差异均无统计学意义$

H

(

$,$"

%#

可能与本地区属于湿润的亚热带季风气候#四季气候变化不大

有关*

综上所述#本地区儿童急性呼吸道感染病原体以
KN

感染

为主#合并感染率高#以
KN

合并
MHV

感染为主&

!

岁以下婴幼

儿普遍易感&发病无明显性别'季节差异#这对于儿童急性呼吸

道感染的病原学诊断及抗菌药物的合理应用具有重要意义*
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!临床研究!

实时荧光定量
N(W

在疑似肺外结核诊断中的应用价值

张
!

瑞

"延安大学附属医院!陕西延安
.#)$$$

#

!!

摘
!

要"目的
!

探讨实时荧光定量
N(W

"

Hj4N(W

#检测在疑似肺外结核诊断中的价值%方法
!

将怀疑有结核分枝杆菌感染

的患者
#$#

例分为关节炎组"

#.

例#$胸腹膜炎组"

!%

例#$浅表淋巴结核组"

%$

例#$肾结核组"

#!

例#$其他结核组"

#+

例#!分别取

关节腔穿刺液$胸腹腔穿刺液$浅表淋巴穿刺液$尿液等标本采用实时
Hj4N(W

进行结核分枝杆菌
[Q5

"

6V4[Q5

#检测!同时进

行抗酸杆菌涂片检测!对检测结果进行比较和统计分析%结果
!

#$#

例疑似肺外结核患者关节穿刺液$胸腹腔穿刺液$浅表淋巴

穿刺液$尿液$脑脊液等
6V4[Q5

检测阳性率分别为
*#,#/-

$

!.,"$-

$

"$,$$-

$

*),#"-

$

!",/.-

&抗酸杆菌涂片检测阳性率分

别为
##,.)-

$

+,!/-

$

#$,$$-

$

.,)+-

$

",%)-

%抗酸杆菌涂片检测阴性标本采用实时
Hj4N(W

检测阳性率为
!",/.-

!抗酸杆

菌涂片检测阳性标本采用实时
Hj4N(W

检测全部为阳性%结论
!

实时
Hj4N(WW

在疑似肺外结核诊断中具有重要价值%

关键词"聚合酶链反应&

!

荧光光度测定法&

!

肺外结核&

!

诊断价值

!"#

!

#$,!+)+

"

0

,1223,#).!4*#!$,%$#),$%,$*$

文献标识码"

5

文章编号"

#).!4*#!$

"

%$#)

#

$%4$%!+4$!

!!

我国人口众多#肺结核患者人数巨大(

#

)

*与此同时肺外结

核发病率也呈逐年上升趋势#结核性胸膜炎'结核性脑膜炎'结

核性关节炎'淋巴结核'肾结核患者数量增多*肺外结核由于

较为隐匿而较难发现#因此#临床诊断难度较大#一直以来均是

困扰临床医生的问题#传统方法检出率低#检测周期过长导致

临床漏诊时有发生#严重影响患者预后(

%

)

*近年来随着实时荧

+

+!%

+

国际检验医学杂志
%$#)

年
#

月第
!.

卷第
%

期
!

M3=OL:DK<A

!

O:3F:;

?

%$#)

!

P7C,!.

!

Q7,%



光定量
N(W

$

Hj4N(W

%技术的应用#肺外结核检出率较以前有

了较大提高(

!

)

*本研究对住院的
#$#

例肺外结核患者
6V4

[Q5

检验结果和抗酸杆菌涂片检测结果进行了分析#现报道

如下*

?

!

资料与方法

?,?

!

一般资料
!

选择
%$#%

!

%$#*

在本院住院的疑似肺外结

核患者
#$#

例#其中男
).

例#女
!*

例&年龄
##

!

/*

岁#中位年

数
*+

岁*分为关节炎组$

#.

例%'胸腹膜炎组$

!%

例%'浅表淋

巴结核组$

%$

例%'肾结核组$

#!

例%'其他结核组$

#+

例%*

?,@

!

标本来源
!

临床医生在无菌条件下分别抽取关节腔穿刺

液'胸腹腔穿刺液'浅表淋巴穿刺液及留取中段尿液
"9L

并

将标本置于无菌瓶中立即送检*

?,A

!

试剂
!

抗酸杆菌涂片检测染色液为珠海贝索生物技术有

限公司提供#结核分枝杆菌
[Q5

检测试剂'质控品'标液均为

中山大学达安基因公司提供*

?,B

!

检测方法
!

对采集的标本分别采用实时
Hj4N(W

检测

6V4[Q5

和抗酸杆菌涂片检测抗酸杆菌*

?,B,?

!

实时
Hj4N(W

!

分别取无菌留取的穿刺液和尿液各
#

9L

#加入
#,"9L

离心管中
#%$$$;

"

913

离心
"913

#留取沉

淀#加入
#9L

无菌生理盐水洗涤
%

次#离心留取沉淀并加入

"$

&

L[Q5

提取液充分混匀#在
#$$e

恒温干浴
#$913

后冷

却并
#%$$$;

"

913

离心
"913

待用*阴'阳性质控品按操作规

程进行处理*将处理过的标本#标准品#阴'阳性质控品分别吸

取上清液脑脊液'

%

&

L

加入反应管中#瞬时离心
"2

#按预设程

序进行扩增和分析*

?,B,@

!

抗酸杆菌涂片
!

分别取无菌留取的穿刺液和尿液各
#

9L

#

!$$$;

"

913

离心
#"913

#弃上清液#留沉渣涂片#固定#抗

酸染色#镜检*

?,E

!

统计学处理
!

应用
\N5\\#!,$

统计软件进行数据分析#

计数资料以率或构成比表示#组间比较采用
%

% 检验*

H

&

$,$"

为差异有统计学意义*

@

!

结
!!

果

@,?

!

各组患者抗酸杆菌涂片和实时
Hj4N(W

检测结果比较

!

各组抗酸杆菌涂片检测阳性率均明显低于实时
Hj4N(W

#差

异均有统计学意义$

H

&

$,$"

%*见表
#

'

%

*

表
#

!!

各组患者抗酸杆菌涂片和实时
Hj4N(W

检测结果比较

组别
%

抗酸杆菌涂片

阳性$

%

% 阴性$

%

% 阳性率$

-

%

实时
Hj4N(W

阳性$

%

% 阴性$

%

% 阳性率$

-

%

关节炎组
#. % #" ##,.) . #$ *#,#/

"

胸腹膜炎组
!% ! %+ +,!/ #% %$ !.,"$

"

浅表淋巴结核组
%$ % #/ #$,$$ #$ #$ "$,$$

"

肾结核组
#! # #% .,)+ ) . *),#"

"

其他结核组
#+ # #/ ",%) . #% !),/*

"

!!

"

!

H

&

$,$"

#与同组抗酸杆菌涂片比较*

表
%

!!

抗酸杆菌涂片与实时
Hj4N(W

阳性率比较

检测方法 阳性$

%

% 阴性$

%

% 合计$

%

% 阳性率$

-

%

抗酸杆菌涂片
+ +% #$# /,+#

实时
Hj4N(W *% "+ #$# *#,"/

"

!!

"

!

H

&

$,$#

#与抗酸杆菌涂片比较*

@,@

!

%

种方法检测阳性率评价
!

抗酸杆菌涂片检测阳性标本

采用实时
Hj4N(W

检测全部为阳性#而抗酸杆菌涂片检测阴

性的
+%

例标本采用实时
Hj4N(W

检测阳性
!!

例#阳性率为

!",/.-

*

A

!

讨
!!

论

随着社会的发展#人们的生活方式发生了多样化改变#作

息时间不规律#环境污染等外加因素的存在导致肺结核感染的

发生过来越多*与此同时肺外结核发生率也呈逐年上升趋势#

由于肺外结核较为隐匿而难发现#一直以来均是困扰临床医生

的问题#传统检测方法虽然简便'快速'价廉#但灵敏度低#特异

性差#且不能区分结核分枝杆菌和非结核分枝杆菌感染#尤其

是不能检出
L

型和颗粒型结核分枝杆菌(

*4"

)

*培养法是诊断

结核病的,金标准-#精确可靠#特异性高*但其所需时间达
*

!

/

周#严重影响了结核病的早期诊断和及时治疗*近年来随

着实时
Hj4N(W

技术的发展和在临床的广泛应用#肺外结核

检测阳性率明显提高(

)

)

*实时
Hj4N(W

由于是在常规
N(W

的

基础上加了荧光标记的探针#将核酸扩增'杂交及光谱技术结

合在一起#实现了对目的基因的准确定量*该法特异性也较传

统检测方法高#已得到临床的一致认可(

.4+

)

*

本研究通过对
#$#

例疑似肺外结核患者关节腔穿刺液'胸

腹腔穿刺液'浅表淋巴穿刺液及尿液等标本进行
6V4[Q5

检

测结果显示#关节炎组'胸腹膜炎组'浅表淋巴结核组'肾结核

组'其他结核组
6V4[Q5

阳性率分别为
*#,#/-

'

!.,"$-

'

"$,$$-

'

*),#"-

'

!),/*-

&而抗酸杆菌涂片检测阳性率分别

为
##,.)-

'

+,!/-

'

#$,$$-

'

.,)+-

'

",%)-

&实时
Hj4N(W

检测阳性率明显高于抗酸杆菌涂片#差异均有统计学意义$

H

&

$,$"

%*抗酸杆菌涂片检测
#$#

例标本阳性率为
/,+#-

#而

实时
Hj4N(W

检测
6V4[Q5

阳性率达
*#,"/-

*二者比较差

异有统计学意义$

H

&

$,$#

%*

本研究对抗酸杆菌涂片检测阴性的标本采用实时
Hj4

N(W

检测
6V4[Q5

阳性率为
!",/.-

#由此发现#抗酸杆菌涂

片检测的漏检率较高#对患者临床诊断影响很大#而抗酸杆菌

涂片检测阳性标本采用实时
Hj4N(W

检测均为阳性*

本研究结果表明#采用实时
Hj4N(W

检测患者关节腔穿

刺液'胸腹腔穿刺液'浅表淋巴穿刺液及尿液诊断肺外结核具

有灵敏度高'特异性强等特点#可作为临床诊断肺外结核可靠

的实验方法#可广泛应用于临床检测*
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摘
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要"目的
!

评价耐多药基因检测利福平$异烟肼药物敏感性的可行性%方法
!

收集该院
%$#*

年
)

!

#%

月
+*

例结核病患

者标本采用耐多药基因检测仪检测利福平$异烟肼药物敏感性并与
V5(6R(KIM6+)$

培养仪检测结果进行比较分析%结果
!

%

种方法同时检测利福平$异烟肼药物敏感性符合率为
+#,"-

"

/)

'

+*

#!符合率较高%结论
!

耐多药基因检测结核分枝杆菌药物

敏感性灵敏度高!特异性强!对结核病患者的早期及菌阴患者的及时$有效治疗具有重要意义%

关键词"分枝杆菌!结核&

!

微生物敏感性试验&

!

基因!

K[W

&

!

实验室技术和方法
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文献标识码"
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文章编号"
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#
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!!

结核病是一种由结核分枝杆菌感染引起的严重危害人类

健康的主要传染病#可累及全身各个脏器(

#

)

*通过影像学检查

与实验室涂片检查可快速诊断典型结核病#但对不典型病例影

像学无法与其他疾病区分'涂片阴性的病例就依赖于各脏器受

结核分枝杆菌感染后产生的痰液'胸腹腔积液'脑脊液'灌洗

液'脓液等标本的结核分枝杆菌培养结果#这些标本成为检测

结核分枝杆菌的主要对象#培养阳性就可诊断为结核病#结核

分枝杆菌培养被视为诊断结核病的,金标准-

(

%

)

*但由于结核

分枝杆菌生长周期长#就是用目前较先进的
V5(6R( KIM6

+)$

培养仪进行培养#结核分枝杆菌培养阳性也需平均
#%A

时

间(

!

)

#进一步药敏试验还需平均
+A

时间(

*

)

*临床医生对该类

病例只能通过经验用药#等待结核分枝杆菌药敏试验结果再调

整用药#对患者的治疗具有一定影响*所以#一种快速'简便的

药敏检测方法对于患者的早期及时治疗极为重要*耐多药基

因检测操作简单'快速#可以在
!E

内得出利福平'异烟肼的耐

药结果(

"

)

*本研究对耐多药基因检测方法进行了临床应用研

究#旨在评价其临床应用价值#现报道如下*

?

!

资料与方法

?,?

!

一般资料
!

收集本院
%$#*

年
)

!

#%

月住院结核病患者

痰液'胸腹腔积液'脑脊液'灌洗液'脓液等经培养为结核分枝

杆菌阳性标本
+*

例作为研究组#以
&!.W>

$野生型%为阴性对

照$对照组%#同时进行耐多药基因检测并与
V5(6R( KIM6

+)$

培养仪检测结果进行比较分析*

?,@

!

仪器与试剂
!

耐多药基因检测仪由上海宏石医疗科技有

限公司生产#试剂由厦门至善生物科技有限公司生产&

V5(6R(KIM6+)$

培养仪及试剂由美国
V[

公司生产*

?,A

!

耐多药基因检测方法
!

采用荧光
N(W

溶解曲线法*该

法是在
N(W

体系中加入两端分别标记有荧光基团与淬灭基团

的探针#在
N(W

过程中扩增出与探针序列互补的单链寡核苷

酸序列#在扩增完成后增加溶解曲线分析过程#同时实时监测

荧光值变化#通过计算荧光值与温度的负导数获得探针与该序

列杂交产物的溶解曲线并得出熔点$

69

值%#从而推测得到该

序列突变信息*如靶序列与探针完全匹配则探针与该序列杂

交的熔点最高&如探针与序列不完全匹配如序列发生点突变'

插入或缺失则探针与该序列杂交的熔点低于探针与完全匹配

序列杂交的熔点*熔点降低程度与点突变类型'插入或缺失碱

基数量及突变位点位置有关*耐多药基因检测及
V5(6R(

KIM6+)$

培养仪检测均严格按照标准操作规程进行*

?,B

!

统计学处理
!

计数资料以率或构成比表示#采用
%

% 检

验*

H

&

$,$"

为差异有统计学意义*

@

!

结
!!

果

@,?

!

对照组检测结果
!

阴性对照
&!.W>

$野生型%经耐多药

基因检测与
V5(6R( KIM6+)$

培养仪检测异烟肼'利福平

药物敏感性均为异烟肼'利福平敏感*

@,@

!

研究组检测结果
!

+*

例标本中耐多药基因检测利福平

阴性率为
/$,+-

$

.)

"

+*

%#阳性率为
#+,#-

$

#/

"

+*

%&

V5(6R(

KIM6+)$

培养仪检测利福平阴性率为
/*,$-

$

.+

"

+*

%#阳性

率为
#),$-

$

#"

"

+*

%*

+*

例标本中耐多药基因检测异烟肼阴

性率为
/!,$-

$

./

"

+*

%#阳性率为
#.,$-

$

#)

"

+*

%&

V5(6R(

KIM6+)$

培养仪检测异烟肼阴性率为
.),)-

$

.%

"

+*

%#阳性

率为
%!,*-

$
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"

+*

%*见表
#

*

表
#

!!

研究组检测结果#

%_+*

$

检测方法

利福平

野生型

$

%

%

突变型

$

%

%

突变率

$

-

%

异烟肼

野生型

$

%

%

突变型

$

%

%

突变率

$

-

%

耐多药基因
.) #/ #+,# ./ #) #.,$

V5(6R(KIM6+)$

培养仪
.+ #" #),$ .% %% %!,*

@,A

!

%

种方法符合率
!

对照组耐多药基因检测与
V5(6R(

KIM6+)$

培养仪特异性与灵敏度相当#研究组
+*

例标本中
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