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比较体外培养法与
9H=

等温扩增法对脲原体的检测能力$方法
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年
3VE

月共收集

了
3*A

份就诊于北京协和医院门诊患者的首次尿标本$标本平均分成
A

份!分别用于脲原体的检测$第
3

份采

用
9H=

等温扩增法!第
2

份采用体外培养法!第
A

份采用体外培养联合测序法$其中!体外培养联合测序法将

作为参考方法!横向评估体外培养法和
9H=

恒温扩增法对脲原体的检测能力$结果
!

基于体外培养联合测序

法!共有
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例标本 "

2A.A*_

#检测出了脲原体$其中!
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例 "
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例"
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#来自于女
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岁脲原体检出率最高"
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#$与参考方法相比!体外培

养法的灵敏度和特异度分别为
BK.**_

"
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(
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#和
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"
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9H=

等温扩增法的灵敏度和特异度分

别为
4K.EA_

"
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#和
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#!差异无统计学意义 "
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#
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#$在
25

份检测出脲原体阳性标本

中!

3B

例"

B*.EA_

#为微小脲原体!

B

例"

24.3B_

#为解脲脲原体!未检查到微小脲原体和解脲脲原体共同存在

的情况$

3E

例培养阳性标本进行了体外药敏测定!其中环丙沙星和氧氟沙星的体外敏感性最差$结论
!

与培

养联合测序法相比!体外培养法和
9H=

等温扩增法均表现出了较好的灵敏度和特异度!但从临床应用角度来

讲!二者联合使用可能会对脲原体感染的诊断和治疗提供更全面的指导$
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脲原体为黏膜相关病原体!主要存在于人体呼吸

道及泌尿生殖道黏膜"当机体免疫力低下或接受侵

袭性操作时!脲原体可进入血液引起感染甚至播散至

其他器官"脲原体可通过直接接触进行传播!尤其在

青春期性活跃健康人群下生殖道中可被分离到"从

目前数据来看!脲原体可引起男性非衣原体*非淋球

菌性尿道炎*急性附睾
"

睾丸炎*感染性结石!输卵管型

不孕症*子宫内膜炎!还可引起极低体质量儿的下呼

吸道感染*先天性肺炎*菌血症等$

3"6

%

"此外!近期的

研究数据还显示!由于脲原体会降低精液中精子浓度

和影响精子活力而导致男性不育$

B"3*

%

"目前!针对脲

原体的检测方法有多种!包括显微镜检查*抗原检测*

血清学试验*体外培养法*分子生物学检测等"其中!

体外培养法和分子生物学检测在临床微生物实验室

中开展较多!且对临床指导价值较大"通过体外培养

的方法!

25

"

5ER

就可检出脲原体!且可进行半定量

和体外药敏"一般认为!当男性尿道脲原体数量
#

3*

5

8@G

(

#C

时!具有临床意义$

33"3A

%

"分子生物学方

法在对脲原体进行快速检测的同时!部分方法还可将

微小脲原体和解脲脲原体进行很好区分$

35

%

"虽然!两

种检测方法在国内多家实验室均有开展!但目前还没

有关于二者横向对比的研究"本研究将培养联合测

序法作为参考方法!横向评估体外培养法和
9H=

恒

温扩增法对脲原体的检测能力!从而为临床诊断和治

疗提供更有利的指导"现将结果报道如下"

A

!

资料与方法

A.A

!

一般资料
!

选取
2*36

年
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月就诊于北京协

和医院皮肤性病科*妇产科*泌尿外科等多个临床科

室!且送检标本为首次尿的患者!共计
3*A

例"

A.B

!

方法

A.B.A

!

采集标本
!

无论男女患者!仅留取清晨首次

尿!或长时间&至少
2R

'不排尿后的前段尿
*.K#C

"

A.B.B

!

检测方法
!

送检后将标本平均分成
A

份!第
3

份采用
9H=

等温扩增法检测脲原体!第
2

份采用体

外培养法进行检测!第
A

份采用体外培养联合测序法

进行检测!即培养结束后无论阳性阴性均要提取肉汤

中核酸!进行普通
;89

扩增和
D$(

)

/O

法测序"第
A

份测序的目的#&

3

'区分微小脲原体和解脲脲原体+

&

2

'排除细菌污染可能"

A.B.C

!

观察指标
!

将体外培养联合测序法作为参考

方法!

9H=

恒温扩增法和单纯体外培养法作为待评

估方法!分别评估两种待评估方法对脲原体检出的灵

敏度和特异度"

A.B.D

!

体外培养
!

采用法国生物梅里埃
I

X
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P
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#$7DF2

试剂盒进行脲原体的检测!具体操作步骤严

格按照厂家说明书完成"药敏折点#四环素
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"其中
D

代表敏感!

9

代表耐药"

A.B.J

!

9H=

等温扩增法
!

脲原体核酸检测采用

9H=

等温扩增法&上海仁度生物科技有限公司'!以

36DO9H=

作为靶基因"原理#带有
FB

启动子的引

物与靶标
9H=

结合!开始逆转录合成
+?H=

+在莫洛

尼鼠白血病病毒逆转录酶 &

I"IC[9F

'

9H$,/Z

活

性作用下!靶标
9H=

链降解!形成单链
+?H=

+之后

反向引物与
+?H=

结合!在
I"IC[9F

聚合酶活性

作用下!产生靶标核酸&

9H=

'的一个双链
?H=

拷

贝!且该双链带有
FB

启动子"在
FB9H=

聚合酶作

用下!一条
?H=

双链上产生多个&

3**

"

3***

个'

9H=

拷贝+每一个
9H=

拷贝再从反转录开始进入下

一个扩增循环"采用
9M+R/C%

)

RN8

X
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&美国'

主机扩增及
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A.B.L
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普通
;89

扩增与
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)

/O

测序
!

从体外培养

阳性 和 阴 性 的 肉 汤 中 提 取 核 酸 &德 国
h7=$#

P

I%(!&-N/[%O-,D

P

%(]%N

,

?H=

提取试剂盒'!针对其

脲酶基因进行普通
;89

扩增"针对脲原体采用通用

引物
"

脲 酶 基 因 &

</(>$(W

登 录 号
=@*EKB25

和

=@*EKBA2

'!前引物#
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+后 引 物#
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=<=FF=<<=<"Aj

!
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P

$
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%

"

;89

反应体系为

A*

(

C

!采用高保真
;89D-

P

/OI%T

&

&北京天根生物

科技有限公司'!反应条件为
45 Y 5#%(

!

45 Y 3

#%(

!

K5Y3#%(

!

B2 Y 3#%(

!

AK

个循环!

B2 Y 3*

#%(

"扩增产物采用
D$(

)

/O

测序法测定其序列!引物

与
;89

扩增引物相同"测序结果分别与
</(>$(W

=@*EKB25

和
=@*EKBA2

进行比对!仅当序列比对一

致率在
#

44_

时才被认为准确鉴定到种"

A.C

!

统计学处理
!

采用
D;DD25.*

进行统计学分析!

A

种不同方法对脲原体进行检测!其检出率行
;/$O"

,M(j,

!

2 检验!

!

$

*.*K

表示差异有统计学意义"

B

!

结
!!

果

B.A

!

患者信息
!

该研究共收集了
3*A

份非重复尿标

本!分别来自
3*A

例患者!其中男性
E*

例&

BB.B_

'!

女性
2A

例&

22.A_

'!男女构成比差异有统计学意义

&

!

$

*.*K

'"

3*A

例患者中!

A*

" $

5*

岁
54

例

&

5B.KB_

'!患者人数最多+其余年龄段患者人数依次

为
2*

"$

A*

岁
2E

例&

2B.3E_

'*

5*

"$

K*

岁
32

例

&

33.6K_

'*

*

"$

2*

岁
6

例&

K.EA_

'*

K*

"$

6*

岁
K

例

&

5.EK_

'*

(

6*

岁
A

例&

2.43_

'"

B.B

!

不同检测方法测定脲原体结果比较
!

基于体外

培养联合测序的方法!共有
25

例标本 &

2A.A*_

'检

测出了脲原体!其中
35

例 &

3B.K*_

'分离自男性!

3*

例&

5A.5B_

'分离自女性!差异有统计学意义&

!J

*.*22

'"从年龄段来看!

5*

"$

K*

岁脲原体检出率最

高$

53.6B_

&

K

(

32

'%+其余年龄段检出率依次是

2*

"$

A*

岁
A4.24_

&

33

(

2E

'+

A*

"$

5*

岁
36.AA_

&

E

(

54

'+

*

"$

2*

岁
*_

&

*

(

6

'*

K*

"$

6*

岁
*_

&

*

(

K

'

和
(

6*

岁
*_

&

*

(

A

'"如将体外培养联合测序法作为

参考方法!横向评估体外培养法和
9H=

等温扩增法

的灵敏度和特异度!其结果为体外培养法灵敏度和特

异度分别为
BK.**_

&

3E

(

25

'和
3**.**_

&

B4

(

B4

'+

9H=

等温扩增法的灵敏度和特异度分别为
4K.EA_

&

2A

(

25

'和
46.2*_

&

B6

(

B4

'!差异无统计学意义&

!

#

*.*K

'!见表
3

"在体外培养法与
9H=

等温扩增法结

果不一致的
E

例标本中!全部属于
9H=

等温扩增法

阳性!体外培养法弱阳性或阴性!经培养联合测序验

证后!有
K

例&

62.K_

'证实存在脲原体"

B.C

!

菌种鉴定
!

利用
;89

联合测序的方法!对
25

份脲原体检出阳性标本进行了菌种鉴定"其中
3B

例

&

B*.EA_

'为微小脲原体!

B

例&

24.3B_

'为解脲脲原

体!未检查到二者共同存在的情况"

B.D

!

体外药敏
!

3E

例培养阳性的标本进行了体外药

敏测定!其中多西环素*交沙霉素*四环素*原始霉素

敏感率
3**.**_

!克拉霉素*红霉素和阿奇霉素的敏

感率
#

E*.**_

!环丙沙星和氧氟沙星的体外敏感率

分别为
33.33_

和
22.22_

!见表
2

"

表
3

!!

不同检测方法测定脲原体结果比较

培养联合测序 体外培养
9H=

等温扩增法 合计&

(

'

b b b 3E

b ^

%

b K

b ^

%

V 3

V ^

%

b 3

V V b 2

V V V B6

!!

注#

%表示脲原体数量小于
3*

5

8@G

(

#C

为阴性

表
2

!!

3E

例培养阳性脲原体体外药敏

!!!

试验结果分析%

_

&

抗菌药物 耐药 中介 敏感

多西环素
*.** *.** 3**.**

交沙霉素
*.** *.** 3**.**

氧氟沙星
63.33 36.6B 22.22

红霉素
K.K6 33.33 EA.AA

四环素
*.** *.** 3**.**

环丙沙星
BB.BE 33.33 33.33

阿奇霉素
K.K6 K.K6 EE.E4

克拉霉素
K.K6 *.** 45.55

原始霉素
*.** *.** 3**.**

C

!

讨
!!

论

!!

为避免标本对结果的影响!该研究仅采集清晨尿

标本!混匀后平均分成
A

份!分别用
A

种不同的方法

进行检测"此外!为更好地评估体外培养法和
9H=

等温扩增法的检测性能!该研究采用体外培养联合测

序的方法作为参考方法"因为仅通过颜色判断培养

阳性或阴性是不够准确的!所以该研究从培养液中提

取核酸联合
;89

扩增和测序的方法验证脲原体的真

实性"

当横向评估体外培养法和
9H=

等温扩增法时!

虽然二者灵敏度和特异度差异无统计学意义&

!

#

*.*K

'!但从方法原理来讲!

9H=

等温扩增法的灵敏

度相对较高!体外培养法的特异度稍高"体外培养法

有
6

例培养阴性但参考方法阳性!部分由于培养法通

过定量检测可以排除定植!而核酸检测则不能以此区

分定植和感染"在分析
9H=

等温扩增法时!发现有
3

例属于参考方法阳性*体外培养法培养液红色而

)

6B6

)
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!
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9H=

等温扩增法阴性的标本"研究者推测标本中可

能存在干扰
;89

反应的物质!但具体原因仍不清楚"

另外!还有
A

例属于
9H=

等温扩增法阳性而参考方

法阴性的情况"这
A

例均为男性患者!由于门诊患者

信息资料不全!且相关检查不够完善!已无法查证患

者是否有典型的感染症状!抑或是无症状携带"

此外!该研究还对脲原体的菌种进行了进一步的

鉴定"目前!脲原体分为解脲脲原体和微小脲原体两

种!其中以微小脲原体较常见$

32

%

!与本研究结果完全

相符"有研究表明!解脲脲原体和微小脲原体可同时

存在$

6

!

32

%

!但该研究未发现此种情况"另外!体外药敏

结果显示!喹诺酮类药物的耐药率非常高"目前研究

证明!

<

X

O=

*

<

X

O>

*

;$O8

*

;$O!

序列的改变是导致脲

原体对喹诺酮类药物耐药的主要原因!尤其是
;$O8

的
DEAC

突变最为常见$

36"34

%

"由于机制研究不是本课

题的研究重点!所以会在后续研究中进行深入探讨"

D

!

结
!!

论

!!

与体外培养联合测序法相比!体外培养法和

9H=

等温扩增法均表现出了较好的灵敏度和特异

度"但从临床应用角度来讲!二者联合使用可能会对

脲原体感染的诊断和治疗提供更全面的指导"
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