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例疑似肺孢子菌肺炎!

7J7

#患者核酸检测结果进行统计分析"分

析
7J7

发病率以及
7J7

患者年龄'科室和病种分布情况$方法
!

采用实时荧光定量
7J2

!

Y

7J2

#技术对
7J7

疑似病例进行核酸检测和诊断"通过实验室信息系统!

:6@

#和医院信息系统!
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#收集患者耶氏肺孢子菌!
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#

核酸检测结果和患者临床信息$使用
@7@@!!$"

和
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软件对数据进行统计分析$结果
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#(年龄为
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岁的疑似病例
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发病率最高"达
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岁年龄段
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核酸检测阳性病例
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例!
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#"占比最高(

O6D

患者和肾脏病患者的
7J7

发病率最高$结论
!

7J7

发病呈现年轻化趋势"肾脏疾病正成为
7J7

的高发基础

病种$
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肺孢子虫肺炎是由耶氏肺孢子菌"

7%

#引起的一

种机会感染性真菌肺病%

7%

过去称卡氏肺孢子菌!是

一种引起呼吸系统严重肺孢子菌肺炎"

7J7

#的机会

性致病菌!同时!

7%

具有传染性和宿主特异性!只有感

染人类时才会致病&

&*!

'

%主要见于合并获得性免疫缺

陷综合征$器官移植及肿瘤放化疗患者等%

&)#!

年在

荷兰报道了
(

例由
7%

引起婴儿肺炎之后!研究者发

现
7%

是二战期间营养不良婴儿间质性浆细胞肺炎的

致病原因&

(

'

%在
!"

世纪
'"

年代发生艾滋病疫情之

前!这种
7J7

并不常见%近年来!因免疫缺陷人群扩

大!

7J7

发病率亦呈升高趋势&

#

'

%该病进展迅速!需

终生治疗!加重时可导致患者死亡!其致死率可达

("4

"

+"4

&

+

'

%患者诊断的早晚对预后影响大&

,

'

!然

而!

7J7

临床表现多样化!早期亦缺乏一定特异性表

现!故给临床诊断造成一定困难%因此!及时诊断并

且开展有效的治疗手段十分重要%

7%

无法在实验室
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中行体外培养!目前!认为
7J7

诊断金标准为呼吸道

标本检出
7%

&

1

'

!一般临床上通过纤维支气管镜进行标

本取材!但该方法常因部分患者无法耐受而导致无法

全面开展%

传统镜检作为
7J7

的诊断手段!其阳性率低%而

乳酸脱氢酶"

:QO

#$

&*(*

#

*Q

葡聚糖"

[QK

#$主要表面

糖蛋白"

=/

X

#抗体等无创性指标对
7J7

具有一定的

辅助诊断价值!但特异度不够高!需结合其他检查加

以鉴别%以
7J2

为核心的分子生物学技术以其取材

方便$检测简便$敏感度和特异度高的特点!正被广泛

应用于
7J7

的检测%目前
7J2

技术检测
7%

的方法

一般分为普通
7J2

$巢式
7J2

以及实时荧光定量

7J2

"

Y

7J2

#%通常检测引物为线粒体大亚基
253

$

主要表面糖蛋白$二氢叶酸合成酶$二氢叶酸还原酶

等&

'

'

%

Y

7J2

与普通
7J2

$巢氏
7J2

相比具有更高

的灵敏度和特异度%

Y

7J2

克服了普通
7J2

和巢式

7J2

普遍存在的不能定量$假阳性或产物污染问题等

缺点!又可用于区分感染和定植的不同状态&

)

'

%故

Y

7J2

技术对于
7J7

的实验室诊断具有独特价值%

本研究对四川大学华西医院实验医学科从
!"&+

年
&!

月
!,

日建立
7%

核酸检测项目起!到
!"&1

年
&"

月
!'

日所有送检病例进行横断面调查分析!对
7%

核

酸检测阳性率及了明患者年龄$科室和病种分布情

况!分析
7J7

发病率与年龄$科室及病种之间的关系%

$

!

资料与方法

$$$

!

一般资料
!

将
!"&+

年
&!

月
!,

日至
!"&1

年
&"

月
!'

日在四川大学华西医院实验医学科进行耶氏
7%

核酸检测的患者
(,&

例纳入研究!剔除重复数据%

$$%

!

仪器与试剂
!

采用仪器为
:.

X

I9J

T

SF>C2#'"

Y

7J2

仪"配套使用
:.

X

I9J

T

SF>C2#'"@EH9W;C>C>F>;/>

&$+$"@7#

分析软件#%试剂为耶氏
7%

核酸测定试剂

盒"荧光
7J2

法!试剂厂家(上海之江生物科技股份有

限公司-货号(

hQ*""'!*"!

-批号(

7!"&1")"&

#%

$$&

!

实验方法

$$&$$

!

样本采集与处理
!

"

&

#支气管肺泡灌洗物(用

无菌捻拭子拭取支气管肺泡灌洗物!置入无菌玻璃管

"含
"$#B:

灭菌生理盐水#!用无菌棉球将试管塞紧

后!密闭送检%取
#""

*

:

样本!

&("""C

)

B.0

离心
!

B.0

!弃去上清%沉淀直接加入
&""

*

:

核酸提取液充分

混匀!沸水浴
&"B.0

!然后
&("""C

)

B.0

离心
&"B.0

!取

上清
#

*

:

作为
7J2

反应模板%"

!

#肺活检标本(取

可疑组织适量置无菌玻璃管!密闭送检%用适量灭菌

生理盐水清洗送检组织沾带的血液-取约
+"B

X

组

织!加
&B:

灭菌生理盐水用匀浆机研磨成组织匀浆!

转移至
&$+B:

离心管中!

&("""C

)

B.0

离心
+B.0

-

沉淀直接加入
&""

*

:

核酸提取液充分混匀!沸水浴

&"B.0

!然后
&("""C

)

B.0

离心
+B.0

!取上清
#

*

:

作为
7J2

反应模板%

O

!

d

作为阴性对照%将阳性对

照品进行
&"

$

&""

$

&"""

倍梯度稀释!以用于定量

检测%

$$&$%

!

配置试剂与加样
!

取
0`(+

*

:

耶氏肺孢子

虫
7%

核酸荧光
7J2

检测混合液与
0`&

*

:

内部对

照品!以及
0`"$#

*

:

酶"

8;

Y

G_5K

#"

0

为反应管

数#!振荡混匀数秒!

("""C

)

B.0

离心数秒%取上述混

合液
(,

*

:

置于
7J2

管中!然后将样品处理上清液$

O

!

d

和阳性对照品各加入
7J2

管中!盖好管盖后立

即进行
7J2

扩增反应%

$$&$&

!

7J2

扩增
!

反应管置于
:.

X

I9S

T

SF>C2#'"

Y

7J2

仪上!按以下循环参数进行设置(

(1 a `!

B.0

!

)# a`!B.0

!循环
&

次-再按
)( a`&+/

(

,"a ,̀"/

!循环
#"

次-单点荧光检测在
,"a

!反应

体系为
#"

*

:

%荧光通道检测选择(

L3=

和
ON\

"或

D6J

)

%dN

#通道%基线调整
,

"

&+

个循环的荧光信

号!阈值设定为阈值线刚好超过
O

!

d

检测荧光曲线

的最高点%

$$&$'

!

结果处理
!

L3=

通道的
J9

值"目的基因#!

O

!

d

为
_5QN8

或
#"

$阳性对照品
'

(+

时表示实验

有效%对于待检样本!当
L3=

通道
J9

值为
_5QN8

或
#"

时结果判读为阴性-当
L3=

通道
J9

'

('

时!结

果判读为阳性-当
L3=

通道
J9

为
&

('

"%

#"

!需复

查一次!如仍为
&

('

"%

#"

!则结果判读为阴性%

$$'

!

数据采集
!

通过四川大学华西医院实验室信息

系统"

:6@

#采集患者
7%

核酸检测结果!使用医院信息

系统"

O6@

#收集患者临床信息!包括性别$年龄$民族$

所属科室$诊断$治疗等!用于进一步统计分析%

$$Q

!

统计学处理
!

采用
@7@@!!$"

软件进行数据分

析!对病例基本资料按
7%Q53

检测结果分组进行统

计分析!计量资料采用
7

检验!计数资料采用
!

! 检验!

以
9

%

"$"+

为差异有统计学意义%同时按
&"

岁的年

龄间距分层和科室分布进行亚组分析!再对
7%Q53

检测阳性病例按年龄分层和病种进行单独分析!采用

N\J:N!""1

进行数据的绘图和制表%

%

!

结
!!

果

%$$

!

疑似
7J7

病例基本资料
!

初始纳入疑似
7J7

病例
#,+

例!经剔除重复数据后最终纳入
(,&

例%患

者年龄为
!&

"

)(

岁!平均"

+($(1c&,$#,

#岁%其中

7%

核酸检测阳性病例
&&!

例!阳性率
(&$"!4

!平均

年龄为"

#'$,(c&#$!'

#岁-

7%

核酸检测阴性病例
!#)

例!平均年龄"

++$+&c&,$)+

#岁%

7%

核酸检测阳性病

例平均年龄较
7%

核酸检测阴性病例低
,$''

岁"

9b

"$""'

!

)+4>"

(

($!,

"

&"$+"

#%

7%

核酸检测阳性病

例的男女比例和民族分布"藏族)汉族#分别为
1(

)

()

和
1

)

&"+

!

7%

核酸检测阴性病例分别为
&11

)

1!

和
'

)

!#&

!差异均无统计学意义"

9b"$!,)

$

"$!+!

#%

7%

核

酸检测阳性和阴性病例病死率分别为
'$)(4

和

"$#"4

!差异有统计学意义"

9

%

"$""&

!

KEb!#$(&

!

)+4>"

(

($"1

"

&)!$#"

#!结果见表
&

%

%$%

!

7J7

病例年龄分布
!

按年龄分层"

!&

"
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岁$

*

(#!!
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(&

"

#"

岁$

#&

"

+"

岁$

+&

"

,"

岁$

,&

"%

1"

岁及
&

1&

岁#分别统计分析所有疑似肺孢子菌肺炎病例和
7%

核酸检测阳性病例%年龄为
(&

"

#"

岁的疑似病例

7J7

发病率最高!达
#,$+&4

"

!"

)

#(

#!其次是
+&

"

,"

岁和
#&

"

+"

岁年龄段!发病率分别为
(1$+4

"

!1

)

1!

#

和
(,$1'4

"

(!

)

'1

#-发病率最低的年龄段为
$

1&

岁

病例!仅
&#$1+4

"

)

)

,&

#!结果见图
&

%

&&!

例
7%

核酸

检测阳性患者中!

#&

"

+"

岁年龄段病例
(!

例

"

!'$1+4

#!占比最高!其次为
+&

"

,"

岁和
(&

"

#"

岁!分别为
!1

例"

!#$&&4

#和
&)

例"

&,$),4

#-占比

最低仍为
$

1&

岁年龄段病例!仅
&"

例"

'$)(4

#!见

图
!

%

%$&

!

7J7

病例科室和病种分布
!

(,&

例疑似
7J7

患

者不同科室
7%

核酸检测百分比如图
(

所示!患者数

量从高到低的科室依次为呼吸内科"

&+'

例#$肾脏内

科"

#+

例#$传染科"

()

例#$急诊科"

(#

例#$其他"

(#

例#和
6J_

"

(!

例#%发病率最高来自传染科!达

#'$1!4

"

&)

)

()

#!其次是肾内科
##$##4

"

!"

)

#+

#%

7%

核酸检测阳性病例中占比排名前
!

位的病种分别是

O6D

感染和移植患者!分别占
!'4

和
!(4

%其他还

有自身免疫病"

&14

#$肾脏疾病"

&+4

#$重症感染

"

&(4

#和血液系统肿瘤"

#4

#!见图
#

%

表
&

!!

(,&

例疑似
7J7

患者基本资料

项目
7%

核酸检测

阳性"

'b&&!

# 阴性"

'b!#)

#

9

KE

"

)+4>"

#

年龄"岁!

Jc=

#

#'$,(c&#$!' ++$+&c&,$)+ "$""'

'

b,$''

"

($!,

"

&"$+"

#

男)女"

!+"

)

&&&

#

1(

)

() &11

)

1! "$!,) "$1,

"

"$#1

"

&$!(

#

民族"藏)汉#

1

)

&"+ '

)

!#& "$!+! !$""

"

"$1&

"

+$,'

#

病死率"

4

!

'

)

'

#

'$)(

"

&"

)

&&!

#

"$#"

"

&

)

!#)

#

%

"$""& !#$(&

"

($"1

"

&)!$#"

#

图
&

!!

(,&

例疑似
7J7

患者不同年龄层
7%

核酸

检测百分比堆积柱形图

图
!

!!

7%

核酸阳性患者不同年龄层人数分布

折线图$

'b&&!

%

图
(

!!

(,&

例疑似
7J7

患者不同科室
7%

核酸

检测百分比堆积柱形图

图
#

!!

7%

核酸阳性患者不同病种人数占比饼图$

'b&&!

%

&

!

讨
!!

论

!!

目前
7J7

发病率和病死率由于高效抗逆转录病

毒疗法"

O3328

#和
7J7

预防用药的广泛应用有所

控制!然而随着
O6D

感染$肿瘤发生$免疫抑制剂使

用人群的增长!

7J7

的发病率仍居高不下%本研究

7J7

总体发病率为
(&$"!4

"

&&!

)

(,&

#!比美国&

&"

'

$希

腊&

&&

'等西方国家高!也比撒哈拉以南非洲地区一项研

究的
7J7

发病率"

&+$#4

#高&

&!

'

!前者可能是地理$环

境$气候和诊疗水平的差异所致%但本研究
7J7

发病

率也比非洲国家高!这种现象可能是因为非洲
7%

真

正的低感染率!也可能是由于缺乏高灵敏度的诊断设

施!或由于肺结核$细菌性肺炎等更加恶性的疾病造

成的高病死率引起
7J7

易感人群在
7J7

发病之前已

死亡%同时!本研究发现!

7%

核酸检测阳性病例平均

年龄明显低于阴性结果病例!可能是由于各类免疫缺

陷人群的年轻化所致%另外!

7J7

患者男性比例高于

女性!这与多数研究相符&

(

!

&(*&#

'

!但疑似
7J7

病例的

发病率在不同性别之间无明显差异%本研究中
7J7

总体病死率为
'$)(4

!在其他研究中!美国
7J7

患者

总体病死率在
&"$""4

左右&

&"

'

!非洲总体病死率为

*

##!!

*
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,$+"4

&

&!

'

!结论比较接近!但仍远高于
7%

核酸检测阴

性患者的病死率!不容小觑%

从年龄分布来看!

7J7

发病率最高的是
(&

"

#"

岁年龄段!而
7J7

发病绝对人数最多的是
#&

"

+"

岁

年龄段%

(&

"

,"

岁患者构成了
7J7

患病的主力军!

这与上述
7%

核酸检测阳性患者"

#'$,(c&#$!'

#岁的

平均年龄相呼应%本研究结果比英国的
7J7

发病高

峰年龄段"

,"

"

,)

岁#低&

&+

'

!但比非洲国家的高"平均

年龄
(+

岁#

&

&!

'

%从科室和病种分布来看!位居前
!

位

的分别是传染科和肾内科!以及
O6D

感染和移植患

者!二者分别相对应%艾滋病患者仍然是
7J7

最高发

的人群!在许多研究中!

7J7

发病率次于艾滋病患者

的人群是血液系统肿瘤&

&&

!

&,*&1

'

!而本研究的数据发

现!因肾脏疾病"如急慢性肾小球肾炎$肾病综合征$

糖尿病肾病$

6

X

3

肾病$紫癜性肾炎和狼疮性肾炎等#

需使用免疫抑制剂"如糖皮质激素$甲氨蝶呤$环磷酰

胺和骁悉等#而诱发
7J7

的人群正越来越多!发病率

达
##$##4

%对于如此高的发病率!医生与患者应该

引起足够的重视%所以!当使用免疫抑制剂的肾内科

患者肺部出现
7J7

临床表现时!临床医生应意识到及

时进行
7%

核酸检测!以早诊断$早治疗!改善患者预

后!降低病死率%

本研究第一次对中国西南地区
7J7

的流行病学

数据进行了统计分析!为
7J7

病因学的进一步研究打

下基础!为临床医生的诊疗提供一定的指导意义!也

为
7J7

的预防与控制提供数据支持%然而也有一些

不足之处(本研究只收集了四川大学华西医院门诊及

住院送检的疑似
7J7

患者的数据!不能完全反应

7J7

的人群发病情况%且只进行了流行病学数据的

分析!未进一步探讨
7J7

发病机制!以及影响
7J7

发

病率随年龄$病种等变化而产生差异的原因%

'

!

结
!!

论

!!

本研究采用
Y

7J2

技术对四川大学华西医院疑

似
7J7

病例进行诊断!发现
7J7

总体患病率为
(&$

"!4

!总体病死率为
'$)(4

!

(&

"

,"

岁是
7J7

发病的

高峰年龄段!肾脏疾病正成为
7J7

的高发基础病种!

建议肾脏疾病相关医生形成发现患者肺部
7J7

临床

表现及时送检
7%

核酸检测的意识%

7J7

仍然是免疫

缺陷和免疫抑制剂长期使用患者的高发疾病!也是主

要死因之一!

7J7

的诊治和防控还有很长的路要走%
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