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$和鉴定培养基培养法进行检测!比较两种检测方法的灵敏性&特异性和一致性%结果
!

USQV1
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相关性腹泻病患#培养

基培养法特异性好!可以快速得到感染株#二者联合使用可大大提高
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检出率!并对后期治疗有很大帮助%

关键词"艰难梭菌#

!

酶联免疫吸附试验#

!

抗原#

!

毒素#

!

鉴定培养基

!"#

!

+-,*.&.

"

>

,"99<,+&?*$=+*-,%-+?,%%,-++

文献标识码"

1

文章编号"

+&?*$=+*-

"

%-+?

$

%%$*+-%$-*

>48

6

,0%.4*45/%55)0)*37,(40,340

9

/)3)-3%4*8)3+4/.45>74.30%/%18/%55%-%7)

"

*?=)'

#

!"##$&'

@

#

="E)&4()&'

@

#

EFE)'.)'

#

!"#$->)LB>

#

-F"!+'B&4

#

$

0+

1

&23.+'34

5

,()')6&(*&742&342

8

#

"

55

)()&3+AM+)

<

)'

@

0)3&'-4:

1

)3&(

#

,&

1

)3&(=+A)6&(F')G+2:)3

8

#

M+)

<

)'

@

+---+)

#

,B)'&

&

;(.30,-3

!

"(

<

)-3%=)

!

6@E@/

(

B;8:D8EC"<"EBCI8B9"'"C":

J

@IF"II8;8<:/8:D@F9I@;F8:8E:"<

H

3C@9:;"F"G/F"II"E"C8

$

3Y

&

,$)3+4/.

!

6D89:@@C9B/

(

C89M8;8E@CC8E:8FI;@/:D8

(

B:"8<:9M":D9G9

(

8E:8FB<:"'"@:"E$;8CB:8FF"B;;D8BFG;"<

H

%-+&

#

B<F:D88<N

J

/8C"<L8F"/$

/G<@9@;'8<:B99B

J

$

USQV1

&

B<F"F8<:"I"EB:"@</8F"G/EGC:G;8/8:D@FM8;8G98FI@;F8:8E:"@<,6D8<:D898<9":"A":

J

#

9

(

8E"I"E":

J

B<F

E@<9"9:8<E

J

M8;8E@/

(

B;8F'8:M88<:D8:M@/8:D@F9,&).173.

!

%.EB989@IB<:"

H

8<$

(

@9":"A89

(

8E"/8<9M8;8/8B9G;8F'

J

USQV1

#

"<$

ECGF"<

H

%)EB989@I:@K"<$

(

@9":"A8B<F=EB989@I:@K"<<8

H

B:"A8

%

%.9G9

(

8E:8F9:;B"<9M8;8EGC:G;8F'

J

:D898C8E:"A8"F8<:"I"EB:"@</8$

F"G/

#

MD"EDM8;8"F8<:"I"8F'

J

:D8/B999

(

8E:;@/8:;

J

B9%O9:;B"<9@I3C@9:;"F"G/F"II"E"C8B<F+9:;B"<@IG<F8:8E:8F9

(

8E"89

%

:D8

98<9":"A":

J

B<F9

(

8E"I"E":

J

@IUSQV1/8:D@FB<F"F8<:"I"EB:"@<EGC:G;8/8F"G//8:D@FM8;8.?[

#

+--[B<F.*[

#

.)[;89

(

8E:"A8$

C

J

#

'@:D/8:D@F99D@M8F8K:;8/8C

JH

@@FE@<9"9:8<E

J

$

T&

11

&`-,.%

&

,>4*-71.%4*

!

6D8USQV1 /8:D@FDB9:D8EDB;BE:8;"9:"E9@I

IB9:<899

#

D"

H

D8II"E"8<E

J

#

:"/89BA"<

H

#

9"/

(

C8@

(

8;B:"@<

#

8B9

J

"<:8;

(

;8:B:"@<B<F9@@<

#

B<FEB<;B

(

"FC

J

B<FBEEG;B:8C

J

9E;88<3Y;8CB:$

8FF"B;;D8BF"98B989

%

:D8/8F"G/EGC:G;8/8:D@FDB9B

H

@@F9

(

8E"I"E":

J

B<FEB<;B

(

"FC

J

@':B"<:D8"<I8E:"@G99:;B"<

%

:D8";E@/'"<8F

G98EB<

H

;8B:C

J

"<E;8B98:D83YF8:8E:"@<;B:8B<FDB9

H

;8B:D8C

(

I@;CB:8:;8B:/8<:,

?)

9

@40/.

!

EC@9:;"F"G/F"II"E"C8

%

!

8<N

J

/8C"<L8F"//G<@9@;'8<:B99B

J

%

!

B<:"

H

8<

%

!

:@K"<

%

!

"F8<:"I"EB:"@</8F"G/

!!

艰难梭菌$
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&又称难辨梭状芽孢杆菌#为厌氧性细菌#一

般寄生于人的肠道内'

+

(

)

3Y

对氨苄西林*头孢菌素*克林霉

素*红霉素等耐药)过度使用这些抗菌药物#会引起菌群失调#

使耐药的
3Y

被药物选择出来并大量生长繁殖#大量释放毒

素#从而引起伪膜性肠炎等炎症'

%

(

)随着抗菌药物过度使用问

题的不断出现#

3Y

相关性疾病的发病率呈上升趋势#甚至出

现死亡病例'

*

(

)本研究对不同的
3Y

检测方法进行比较分析#

旨在为临床提供参考)

A

!

材料与方法

A,A

!

标本来源
!

选取
%-+&

年本院疑似
3Y

感染所致抗菌药

物相关性腹泻患者大便标本
)+

份作为研究对象)

A,B

!

试剂与仪器
!

3Y

鉴定培养基购自上海梅里埃公司#

3Y

谷氨酸脱氢酶抗原及毒素检测试剂盒$批号
6*-)%)3

&购自美

国
68EDCB'

公司#厌氧装置购自法国
P"@!8;"8BK

公司#微生物

及生物战剂快速鉴定生物质谱仪
!1SYQ$6W]

购自德国布鲁

克公司#标准菌株为
1633=*%))

菌株)

A,C

!

方法

A,C,A

!

酶联免疫吸附试验$

USQV1

&

!

取
?)-

"

S

标本稀释液

于
+,)/S

的
U0

管内#加一滴结合物#充分混匀标本%取
%)

"

S

标本于加有稀释液和结合物的
U0

管内#震荡混匀%取
)--

"

S

震荡混匀后的混合物加于反应板样本孔#充分渗透
+)/"<

%加

*--

"

S

缓冲液于反应孔#充分渗透后加两滴底物#

+-/"<

内读

取结果#并对结果进行重复确认)结果判断!出现两条线为抗

原*毒素双阳性%出现左边一条线为抗原阳性*毒素阴性%只出

现中间的一条线为抗原*毒素双阴性%出现右侧一条线为抗原

阴性*毒素阳性)

A,C,B

!

难辨梭菌鉴定培养基培养
!
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(将大便与无

水酒精按
+n+

充分混匀#

+D

后取
)--

"

S

混合物分区划线接

种于鉴定培养基上)将接种后的培养基置于厌氧培养袋内#放

置厌氧发生器#密封厌氧袋#置于
*)\

培养
%=

$

=OD

)取黑色

菌落涂片并作革兰染色镜检#可见革兰阳性芽孢杆菌#

=OD

或

传代后转为阴性)

A,C,C

!

质谱仪鉴定
!

利用质谱仪对可疑菌落进行质谱分析#

确定菌株种属)

A,D

!

统计学处理
!

采用
V1V.,+

软件对
USQV1

和鉴定培养

基培养法进行
T&

11

&

一致性检验#并分别计算两种方法的灵

敏度和特异度)

B

!

结
!!

果

B,A

!

USQV1

检测结果
!

抗原*毒素双阳性
%)

例#检出率为

=.[

#其中
*

例原始标本毒素读板为阴性#但其培养阳性产物
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再次进行毒素检测时为阳性%抗原阳性而毒素阴性
=

例#检出

率为
O[

%抗原*毒素双阴性
%%

例#检出率为
)*[

)

B,B

!

鉴定培养基培养结果
!

培养出可疑菌株
%.

株#

%%

株未

见可疑菌株)

3Y

鉴定培养菌落见图
+

#

3Y

革兰染色涂片结果

见图
%

)

图
+

!!

黑色%圆形或不规则菌落

图
%

!!

革兰阳性大杆菌&

+--i

#油镜'

B,C

!

质谱仪鉴定结果
!

质谱仪鉴定
3Y%O

例#未检出种属

+

例)

B,D

!

两种方法检测结果比较
!

经一致性检验得到两种方法的

T&

11

&

值为
-,.%

)

USQV1

和鉴定培养基培养法的灵敏度和

特异度分别为
.?[

*

+--[

和
.*[

*

.)[

)见表
+

)

表
+

!!

两种方法检测结果比较&

'

'

USQV1

鉴定培养基培养法

阳性 阴性
合计

阳性
%O + %.

阴性
+ %+ %%

合计
%. %% )+

C

!

讨
!!

论

!!

3Y

广泛存在于自然环境中#如土壤*干草*沙及动物的粪

便甚至自然水源中#一般消毒剂很难把其杀灭'

)

(

)

3Y

为新生

儿正常菌群#

)-[

左右的
+%

月龄婴儿肠道中寄生有
3Y

#

%

岁

以上儿童带菌率约
*[

#但健康成人中
3Y

检出率并不高)

3Y

引起的相关性腹泻是由于服用大量抗菌药物后#打破了肠道内

的菌群平衡#从而导致
3Y

积累了大量数目#进而产生大量外

毒素
1

和
P

)外毒素
1

由肠道毒素和细胞毒素组成#可锁定

肠道黏膜及细胞导致出血%外毒素
P

是一种细胞毒素#可锁定

已经破坏的细胞导致更大的损伤)多数
3Y

会产生这两种毒

素#而不产生毒素的
3Y

通常不会引起严重的腹泻)抗菌药物

相关性腹泻依据严重程度不同可表现为轻度*自限性的腹泻#

也可表现为严重危及生命的假膜性肠炎)国内采取的药物干

预主要为万古霉素联合甲硝唑'

&

(

#另外还有尝试性使用菌群移

植的方法'

?

(

)但是#严重患者即便给予万古霉素联合甲硝唑治

疗依旧可能出现死亡病例#目前
3Y

已经引起临床部门的高度

重视'

O$+-

(

)肠道菌群在维持人体平衡#包括代谢*免疫功能及

肠道微生物平衡方面有重要的作用'

++$+%

(

#因此要运用适当的

方法及时检测出失衡原因#并给予适当治疗)

USQV1

操作简便#对操作人员要求不高#一般检测人员在

一级实验室就可进行检测)本研究结果显示!

USQV1

检出的

3Y

抗原*毒素双阳性结果#与鉴定培养基培养法和质谱仪鉴

定结果一致%所有
3Y

抗原阴性的标本#其毒素检测均为阴性#

最终鉴定也均为阴性)这表明
USQV1

检测
3Y

感染具有高

效*快速的特点#且灵敏性*特异性较好)在确定为抗原*毒素

双阳性的
%)

份标本中#

*

份原始标本毒素检测结果为阴性#但

在后续培养中检出阳性菌株#且再次进行毒素检测时为阳性)

结合临床症状#最终将这
*

份标本确定为毒素阳性#其原因可

能是标本发生毒素降解#或者原始样本毒素滴度低于检出水

平)检测结果为阴性的标本#建议多次送检标本#这样可以提

高
3Y

感染的阳性检出率'

+*

(

)在今后研究中#本研究组将会

继续增加扩大标本来源#对不产毒株是否会导致患者出现腹泻

症状进行深入研究)

培养基培养法具有特异性好#可比较容易获得病原学菌

株#利于进行进一步分型及药敏方面的检测)本研究结果显

示#

3Y

选择性培养基培养出阳性
%.

例#其中
+

例在
USQV1

中

检测结果为抗原*毒素双阴性#最终经质谱仪鉴定为未知菌株)

由于该患者停止使用抗菌药物后迅速痊愈#没有得到后续标

本#因此无法确定其病原体是变异株还是未知新菌株)经一致

性检验#

USQV1

和培养基培养法有极好的一致性#每一方法单

独进行检测就可以很好地完成临床需求)但是鉴于耐药株的

出现#建议有条件的医院联合使用两种方法#进一步准确确定

是否感染产毒株#以便及时发现*及时治疗*防止疾病扩散)

综上所述#

USQV1

具有快速*高效*省时*操作简单*判读容

易等特点#可快速准确地筛检
3Y

相关性腹泻病患#培养基培养

法特异性好#可以快速得到感染株#二者联合使用可大大提高

3Y

检出率#并对后期治疗有很大帮助)考虑抗菌药物相关性腹

泻还有其他微生物参与的可能#本课题将会进一步确定更全面

的检测方法#以呈现抗菌药物相关性腹泻更广谱的病原菌)
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技术方法提高了临床检测的有效性#但高昂的费用限制了它们

的推广和普及)

本研究联合应用
X

显带技术和
!S01

技术检测发育异常

患儿#结果显示!

O?

例患者中有
%%

例存在染色体核型异常#异

常率为
%),*[

%

*.

例正常男性$

=&

#

_b

&中有
&

例存在
b

染色

体微缺失或微重复$

V#b

基因均为阳性&#异常率为
+),=[

#与

相关文献
+=[

的检出率相近'

&

(

%异常区域主要包括
Y1e

*

P0b

*

3Yb

#临床表现多为小阴茎或性腺发育不全%

+

例正常男

性$

=&

#

_b

&发现
VZW_

调控区异常#

+

例正常女性$

=&

#

__

&发

现
2]+

基因异常)有研究表明
VZW_

基因与矮小症*骨骼畸

形有关'

+-

(

#患儿的临床表征即为身材矮小#与本检测结果相

符)

2]+

为肿瘤抑制基因#自发突变率很高#且未发现明确的

突变热点)该基因可能与神经纤维瘤*多发咖啡斑等疾病有

关'

++

(

#其是否可作为诊断标准或预后评估仍需要进一步的研

究证实)

本研究中有
.

例性腺发育不全患者存在染色体核型异常#

其中
&

例为
=&

#

_b

#小
b

染色体)有研究认为小
b

染色体是

b

异染色质部分或完全丢失#导致常染色质排列松散#造成其

基因功能丧失%也有研究认为小
b

染色体是
b

染色质排列过

度紧密影响其基因功能发挥'

+%

(

)本研究发现#

&

例患儿
b

染

色体拷贝数与正常男性无差异$

V#b

基因均为阳性&#其可能

是
b

染色质结构过度紧密造成#需应用其他检测技术进一步

确定其致病原因和致病机理)

本研究结果显示
!S01

检测结果与
X

显带核型分析具有

很好的一致性#如!

%

例
=)

#

_

核型#其
!S01

检测结果为无
b

染色体拷贝#

_

染色体拷贝数均低于正常女性%

+

例
=)

#

_

"

=&

#

_b

嵌合型#其
!S01

检测结果为
_

*

b

染色体拷贝数均小于

正常男*女性%

%

例女性伴
=&

#

_b

核型#其
!S01

检测结果与

正常男性一致%

+

例男性
=?

#

__b

核型#其
!S01

检测结果
b

染色体拷贝数与正常男性一致#

_

染色体与正常女性一致)对

于嵌合型#应用
!S01

技术检测能够更好地确定正常核型与

异常核型所占的比例#判断临床症状的轻重程度#尽早诊断确

定单一性别#有助于患儿通过手术或药物进行治疗#对于避免

日后出现心理障碍*保证生活质量具有重要意义)

综上所述#染色体核型分析是性发育异常最基本的检测内

容#

!S01

技术弥补了染色体核型分析低分辨率的不足)

!S01

技术联合染色体核型分析为临床诊断儿童发育异常提

供了一条有效*准确的检测流程#有利于提高染色体异常的检

出率和准确率)
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