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  摘 要:目的 探索基于多重不对称PCR-电化学芯片技术检测感染性腹泻病原体的临床价值。方法 收

集2018年10月至2019年6月该院住院及门诊腹泻患儿标本,以细菌培养鉴定和测序结果作为感染性腹泻病

原体诊断的“金标准”,采用多重不对称PCR-电化学芯片技术和FilmArray
 

gastrointestinal
 

panel法(以下简称

FilmArray法)进行检测并比较结果。结果 共收集102例感染性腹泻患儿标本,多重不对称PCR-电化学芯片

技术的阳性检出率为76.47%,与“金标准”方法比较,灵敏度为90.24%,特异度为80.00%,2种方法检测结果

完全和部分一致的有90例,一致率为88.24%,具有较好的一致性(Kappa>0.4)。FilmArray法的阳性检出率

为84.31%,与“金标准”方法比较,灵敏度97.56%,特异度70.00%,2种方法检测结果完全和部分一致的有94
例,一致率为92.16%,具有较好的一致性(Kappa>0.4)。结论 多重不对称PCR-电化学芯片技术系统灵敏

度、特异度较好,具有良好的临床应用价值。
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Abstract:Objective To

 

explore
 

the
 

clinical
 

value
 

of
 

multiplex
 

asymmetric
 

PCR-electrochemical
 

chip
 

tech-
nology

 

in
 

detection
 

of
 

infectious
 

diarrhea
 

pathogens.Methods The
 

samples
 

of
 

diarrhea
 

children
 

in
 

the
 

Hospi-
tal

 

from
 

October
 

2018
 

to
 

June
 

2019
 

were
 

collected,bacterial
 

culture
 

identification
 

and
 

sequencing
 

results
 

were
 

used
 

as
 

the
 

"gold
 

standard"
 

for
 

pathogen
 

diagnosis
 

of
 

infectious
 

diarrhea,multiple
 

asymmetric
 

PCR-electro-
chemical

 

chip
 

technology
 

and
 

the
 

FilmArray
 

gastrointestinal
 

panel
 

(hereinafter
 

referred
 

to
 

as
 

the
 

FilmArray
 

method)
 

were
 

used
 

to
 

detect
 

and
 

compare
 

the
 

results.Results A
 

total
 

of
 

102
 

samples
 

of
 

diarrhea
 

patients
 

were
 

collected.The
 

positive
 

detection
 

rate
 

of
 

multiplex
 

asymmetric
 

PCR
 

electrochemical
 

chip
 

technology
 

was
 

76.47%,compared
 

with
 

the
 

"gold
 

standard"
 

method,the
 

sensitivity
 

was
 

90.24%,and
 

the
 

specificity
 

was
 

80.00%,the
 

detection
 

results
 

of
 

the
 

two
 

methods
 

were
 

completely
 

and
 

partially
 

consistent
 

in
 

90
 

cases,the
 

consistent
 

rate
 

was
 

88.24%,with
 

good
 

consistency
 

(Kappa>0.4).The
 

positive
 

detection
 

rate
 

of
 

FilmArray
 

method
 

was
 

84.31%,compared
 

with
 

the
 

"gold
 

standard"
 

method,the
 

sensitivity
 

was
 

97.56%,and
 

the
 

speci-
ficity

 

was
 

70.00%,the
 

detection
 

results
 

of
 

the
 

two
 

methods
 

were
 

completely
 

and
 

partially
 

consistent
 

in
 

94
 

ca-
ses,and

 

the
 

consistent
 

rate
 

was
 

92.16%,the
 

consistency
 

test
 

showed
 

good
 

consistency
 

(Kappa>0.4).Conclu-
sion Multiple

 

asymmetric
 

PCR-electrochemical
 

chip
 

technology
 

has
 

good
 

sensitivity
 

and
 

specificity,and
 

has
 

good
 

clinical
 

application
 

value.
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  腹泻是指每日排便3次或3次以上,且粪便性状 异常,如稀便、水样便、黏液便、脓血便或血便等[1]。
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感染性腹泻是指由病原微生物及其产物或寄生虫所

引起的、以腹泻为主要临床特征的一组肠道传染

病[2]。感染性腹泻居我国法定传染病发病率首位,具
有病原体种类复杂、混合发病率高、发病聚集性等特

征,是重要的公共卫生事件之一。在暴发流行时,对
感染性腹泻病原体进行快速诊断,对疫情的防控具有

重要意义[3]。本研究以多重不对称PCR-电化学芯片

技术(简称电化学芯片法)检测感染性腹泻相关病原

体,与FilmArray
 

gastrointestinal
 

panel法(简称Fil-
mArray法)、普通细菌培养和病毒测序方法比较,计
算检测结果的阳性检出率和一致性,探讨电化学芯片

法的临床应用价值。
1 资料与方法

1.1 一般资料 收集2018年10月至2019年6月本

院儿科住院及门诊病例标本,患儿以呕吐或腹泻等消

化道症状为主诉,24
 

h内腹泻大便次数≥3次,粪便

性状异常的腹泻患儿新鲜粪便标本。本研究采取患

儿自愿原则,获得患儿及家属的知情同意。
1.2 仪器与试剂 DA910电化学基因传感器检测系

统、Smart
 

32全自动核酸提取仪购自中山大学达安基

因股份有限公司;FilmArray全自动PCR分析系统购

自法国生物梅里埃股份有限公司。核酸提取或纯化

试剂(磁珠法)、腹泻病原体检测试剂盒(电化学芯片

法)购自中山大学达安基因股份有限公司;FilmArray
 

gastrointestinal
 

panel购自法国生物梅里埃公司。选

择性培养基(SS平板);显色培养基(弧菌显色培养

基、大肠显色培养基)。沙门菌诊断用血清;副溶血弧

菌诊断用血清。所有试剂均在有效期内使用。
1.3 方法 取就诊时腹泻患儿新鲜粪便标本,立即

放入Copan转运培养基中送检。以普通细菌培养和

病毒测序结果作为诊断的“金标准”。普通细菌培养:
取新鲜待测标本立即接种于大肠显色培养基、弧菌显

色培养基、沙门菌显色培养基、TCBS平板、XLD平

板、SS平板培养基上,37
 

℃培养箱孵育16~24
 

h,同
时接种3%氯化钠碱性蛋白胨水、改良亚硒酸盐磺绿

增菌肉汤增菌培养后,挑取可疑菌落转种至三糖铁琼

脂等培养基,进一步进行肠道致病菌生化试验、血清

型分型试验和药敏试验。结果依据每年美国临床实

验室标准化协会(CLSI)M100-S23标准进行判读。病

毒测序:待测标本采用冰壶加冰或泡沫箱加冰密封送

往上海生工生物工程股份有限公司进行测序。电化

学芯片法:使用Smart
 

32全自动核酸提取仪或纯化

试剂(磁珠法)进行待测标本的核酸提取、纯化、扩增、
杂交等,之后使用腹泻病原体检测试剂盒,针对17种

常见的腹泻相关病原体设计特异性引物和探针,探针

包括捕获探针和信号探针。捕获探针分别固定在特

制的印刷电路板金电极表面,制备成腹泻电化学传感

器(芯片),用于捕获PCR多重扩增产物;信号探针与

已捕获的PCR产物特异结合。由于信号探针标记有

二茂铁分子,通过夹心杂交产生电流的变化,应用电

化学基因传感器检测系统检测出电流值(信号值),最
后对17种病原体检测信息进行判定。试剂盒中的阴

性质控品参与提取,用于对环境进行监控;
 

C-FX
 

阳

性质控品参与提取,用于
 

PCR
 

检测试剂的质控。Fil-
mArray法:将待测标本根据规定条件加样,使用Fil-
mArray

 

gastrointestinal
 

panel和分析系统检测。标

准菌株:致泻性大肠埃希菌、肠炎沙门菌、副溶血性弧

菌、福氏志贺菌等均来自于本实验室保存。
1.4 统计学处理 使用SPSS20.0统计软件进行数

据处理,计数资料以率表示,电化学芯片法、FilmAr-
ray法与“金标准”方法结果比较,采用χ2 检验,以
P<0.05表示差异有统计学意义。电化学芯片法、
FilmArray法与“金标准”方法结果的一致性使用

Kappa一致性检验进行分析,Kappa>0.4表示具有

一致性。
2 结  果

2.1 研究对象人群特征及不同方法病原检出情

况 随机选取102例感染性腹泻患儿,年龄1~15
岁,男性54例,女性48例,以普通细菌培养和病毒测

序结果作为“金标准”,使用3种不同方法对102例腹

泻标本进行肠道病原体检测,结果见表1。“金标准”
方法共82例标本呈阳性,阳性检出率为80.39%,共
检出病毒102株,细菌18株。电化学芯片法检测出

78例标本呈阳性,阳性检出率为76.47%,共检出病

毒81株,细菌15株。FilmArray法检测出86例标本

呈阳性,阳性检出率为84.31%,共检出病毒111株,
细菌32株。3种方法同时检出最多的腹泻相关病原

体为轮状病毒A群。
2.2 电化学芯片法和FilmArray法分别与“金标准”
方法检测结果比较 以“金标准”方法作为对照,分别

与电化学芯片法和FilmArray法进行统计学比较。
电化 学 芯 片 法 与 “金 标 准”方 法 比 较,灵 敏 度 为

90.24%,特异度为80.00%,2种方法检测结果差异

有统计学意义(χ2=44.092,P<0.05)。FilmArray
法与“金标准”方法比较,灵敏度为97.56%,特异度为

70.00%,2种方法检测结果差异有统计学意义(χ2=
55.490,P<0.05)。见表2。
2.3 电化学芯片法和FilmArray法分别与“金标准”
方法一致性比较 以“金标准”方法作为对照,分别与

电化学芯片法和FilmArray法进行一致性比较并进

行Kappa检验。电化学芯片法与“金标准”方法比较,
检测结果完全和部分一致的标本有90例,不一致的

标本有12例,一致率为88.24%,进行一致性检验,
Kappa值为0.653,2种方法在统计学上具有较好的一

致性。FilmArray法与“金标准”方法比较,检测结果完

全和部分一致的标本有94例,不一致的标本有8例,一
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致率为92.16%,进行一致性检验,Kappa值为0.731, 2种方法在统计学上具有较好的一致性。见表3。

表1  3种方法对102例感染性腹泻标本病原体检出情况

检出情况
“金标准”方法

n 百分率(%)

电化学芯片法

n 百分率(%)

FilmArray法

n 百分率(%)

阳性

 沙门菌 0 0.00 0 0.00 0 0.00

 弯曲菌 0 0.00 0 0.00 0 0.00

 弧菌 0 0.00 0 0.00 0 0.00

 小肠结肠炎耶尔森菌 0 0.00 0 0.00 0 0.00

 类志贺邻单胞菌 0 0.00 0 0.00 0 0.00

 难辨梭菌 5 4.90 3 2.94 16 15.69

 大肠埃希菌O157 0 0.00 0 0.00 0 0.00

 肠侵袭性大肠埃希菌/志贺菌 0 0.00 0 0.00 0 0.00

 肠集聚性大肠埃希菌 0 0.00 0 0.00 2 1.96

 肠致病性大肠埃希菌 5 4.90 3 2.94 10 9.80

 人肠产毒性大肠埃希菌 2 1.96 1 0.98 2 1.96

 肠出血性大肠埃希菌 2 1.96 2 1.96 0 0.00

 产志贺毒素大肠埃希菌 4 3.92 6 5.88 2 1.96

 轮状病毒A群 70 68.63 60 58.82 75 73.53

 诺如病毒GⅠ/GⅡ型 20 19.61 15 14.71 20 19.61

 星状病毒 5 4.90 4 3.92 5 4.90

 腺病毒F组40/41型 7 6.86 2 1.96 11 10.78

阴性 20 19.61 24 23.53 16 15.69

表2  电化学芯片法和FilmArray法分别与“金标准”方法结果比较

病原体
电化学芯片法

灵敏度(%) 特异度(%) χ2 P

FilmArray法

灵敏度(%) 特异度(%) χ2 P

难辨梭菌 60.00 100.00 59.964 <0.001 100.00 88.66 28.260 <0.001

肠致病性大肠埃希菌 60.00 100.00 59.964 <0.001 100.00 94.85 48.371 <0.001

人肠产毒性大肠埃希菌 50.00 100.00 50.495 <0.001 50.00 99.00 24.490 0.039

肠出血性大肠埃希菌 100.00 100.00 102.000 <0.001 0.00 100.00 — —

产志贺毒素大肠埃希菌 75.00 96.94 35.924 <0.001 50.00 100.00 49.984 0.001

轮状病毒A群 81.43 90.63 47.072 <0.001 97.14 78.13 63.921 <0.001

诺如病毒GⅠ/GⅡ型 70.00 98.78 60.641 <0.001 100.00 100.00 102.000 <0.001

星状病毒 40.00 97.94 18.164 0.110 100.00 100.00 102.000 <0.001

合计 90.24 80.00 44.092 <0.001 97.56 70.00 55.490 <0.001

  注:—表示未做统计学分析。

表3  电化学芯片法和FilmArray法分别与“金标准”方法一致性比较

检测项目 “金标准”方法
电化学芯片法

阳性(n) 阴性(n) 一致率(%) Kappa

FilmArray法

阳性(n) 阴性(n) 一致率(%) Kappa

难辨梭菌 阳性 3 0 98.04 0.740 5 11 89.22 0.434

阴性 2 97 0 86

肠致病性大肠埃希菌 阳性 3 0 98.04 0.740 5 5 95.10 0.643

阴性 2 97 0 92
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续表3  电化学芯片法和FilmArray法分别与“金标准”方法一致性比较

检测项目 “金标准”方法
电化学芯片法

阳性(n) 阴性(n) 一致率(%) Kappa

FilmArray法

阳性(n) 阴性(n) 一致率(%) Kappa

人肠产毒性大肠埃希菌 阳性 1 0 99.02 0.662 1 1 98.04 0.490

阴性 1 100 1 99

肠出血性大肠埃希菌 阳性 2 0 100.00 1.000 0 0 98.04 —

阴性 0 100 2 100

产志贺毒素大肠埃希菌 阳性 3 3 96.06 0.580 2 0 98.04 0.658

阴性 1 95 2 98

轮状病毒A群 阳性 57 3 84.31 0.664 68 7 91.18 0.786

阴性 13 29 2 25

诺如病毒GⅠ/GⅡ型 阳性 14 1 93.14 0.760 20 0 100.00 1.000

阴性 6 81 0 82

星状病毒 阳性 2 2 95.10 0.419 5 0 100.00 1.000

阴性 3 95 0 97

腺病毒F组40/41型 阳性 2 0 95.10 0.427 7 4 96.08 0.757

阴性 5 95 0 91

合计 阳性 74 4 88.24 0.653 80 6 92.16 0.731

阴性 8 16 2 14

  注:—表示此项无数据。

3 讨  论

  通过对本院儿科门诊腹泻患儿新鲜粪便标本进

行检测,“金标准”方法的阳性检出率为80.39%,感染

性腹泻以轮状病毒感染为主,且混合感染发病率高,
与张辉等[4]调查研究基本一致。“金标准”方法发现

20例诺如病毒感染患儿,占比较高,应引起注意。诺

如病毒感染后,极易在同龄儿童聚集地,如学校引起

暴发流行[5-6]。细菌性病原体以致病性大肠埃希菌为

主,未发现沙门菌,与以往报道有差别[7],可能与采集

标本时间、地点、标本量有关。未发现志贺菌和霍乱

弧菌等引起法定传染病的致病菌,且在实际工作中发

现,采用普通细菌培养方法诊断感染性腹泻致病菌的

阳性检出率低于FilmArray法[8-9]。在感染性腹泻的

诊断中,分子诊断技术是对传统细菌培养方法的良好

补充。
在检测腹泻患儿标本中发现,应用FilmArray法

检测准确率高,与国外报道一致,标本周转时间2.0
 

h
左右,耗时短,仅需一步手工加样,操作简单[10-11],但
此方法每台仪器只能检测1例患儿标本,通量严重不

足,单标本检测费用较高[12],患儿家庭负担较重,目前

在国内不适合开展大规模诊断。电化学芯片法与“金
标准”方法结果比较,灵敏度为90.24%,特异度为

80.00%,一致率为88.24%,检测结果整体情况较好。
电化学芯片法发现多重感染性腹泻病原体能力不如

FilmArray法[13-14],标本周转时间约为5.5
 

h,多于

FilmArray法,但是少于实时荧光定量PCR方法[15],

可同时检测32例患儿标本,通量高,手工操作步骤

少,在一定程度上降低人为操作误差,人员经简单培

训,即可进行检测,便于开展,且标本检测成本较Fil-
mArray法大幅降低。

电化学芯片法检测结果与其他方法比较时,也发

现了一些问题。(1)整体阳性检出率为76.47%,还需

要进一步提高;(2)检测结果的准确率还需要进一步

提高;(3)在混合感染中,该方法的鉴别能力不足,应
继续优化试剂成分,以达到更好的效果。

总之,多重不对称PCR-电化学芯片技术,系统灵

敏度、特异度较好,具有良好的临床应用价值。
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床疗效,治疗后的总有效率较对照组高。
综上所述,在阿司匹林治疗的基础上采用静脉滴

注rt-PA进行溶栓治疗,对缺血性脑卒中具有显著的

临床疗效。
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