
是'

%:4

(

!$

$

%患者为继往感染#

,)U:(

M

-

为一免疫学指标#在体

内可以持续一段时间方渐消除或长期存在#但目前无病毒复制

或
,)U:*0;

拷贝数低于检测下限而未检测出来)$

1

%引物

及探针设计的原因#部分变异株没检出)$

+

%操作过程中受

*0;

酶降解出现假阴性)本次丙肝聚集性感染实验室检测采

用了
V](R;

方法筛查
,)U

抗体#对抗体筛查阳性样本进一

步检测
,)U:*0;

的流行病学调查方法)同时对市医院门诊

样本检测
,)U

抗体和
,)U:*0;

#

"$

例门诊样本中
,)U:

(

M

-

抗体阳性
''

例#阳性率
%!319b

#而
,)U

核酸阳性只有

1%

例#阳性率仅
"'34#b

#差异有统计学意义$

B

%

#3#$

%)本

次流行病学研究以
,)U:*0;

作为
,)U

感染的确诊标志)

由于门诊样本来源为此次聚集性感染者#

"$

例样本中只有
9

例
,)U:(

M

-

抗体阴性#未检测到抗体阴性者中
,)U*0;

阳

性病例#是此次研究中与以往报道不一致的地方'

4:$#

(

)

由于
,)U:*0;

的
W)*

检测需要逆转录#在试验时除常

规
W)*

要注意事项外#还应特别注意样本采集和处理时防止

*0;

酶的污染#所有实验用品均需为
eVW)

处理后不含
*0;

酶&在吸弃乙醇步骤应尽量吸干并不碰到沉淀#以缩短开盖烘

干时间)尤为要注意消除由于样本污染引起的假阳性结果&此

次应急检测出现
$%

例抗体筛查阳性样本
,)U:*0;

全阳性

现象#经进一步复查后只有
'

例
,)U:*0;

阳性#考虑为样本

处理过程受到污染)在加乙醇沉淀时加样枪悬于样品处理管

上方#连续加入乙醇没有更换加样枪吸头#为污染重要原因)

作者建议在乙醇沉淀步骤用加样枪混匀沉淀$每次均更换吸

头%#不要震荡混匀#防止
*0;

丢失$沉淀经震荡后可能粘附

在管口%造成实验结果误差)

参考文献

'

$

( 叶应妩#王毓三#申子瑜
3

全国临床检验操作规程'

.

(

3+

版
3

南京!

东南大学出版社#

1##!

!

!1$:!1+3

'

1

(

PA8

M

))

#

YBA8DJV

#

YIAB

d

H67D\

#

CDAI3;>HDCEC

@

AD6D67)68A>=8:

DC?

@

=BAB

G

XR>=E=BD

!

?=&C7=FA>

d

H676D6=8A8&FA>D=B768FIHC8>68

M

K6BAI>ICABA8>C

'

\

(

3\(8FC>De67

#

1##9

#

$4!

$

$#

%!

$'9':$'%13

'

+

(

Y=8&6I6];

#

)E6=88CW

#

)=7DA8D68=;

#

CDAI3(8FC>D6=8BADCA8&

7

@

=8DA8C=H77CB=BCKCB76=8=FA8D6:EC

@

AD6D67)K6BH7&HB68

M

DEC8AD:

HBAI>=HB7C=FEC

@

AD6D67)K6BH768FC>D6=868DEC

M

C8CBAI

@

=

@

HIAD6=8

'

\

(

3-HD

#

1##1

#

"#

$

"

%!

!4+:!4!3

'

'

( 王春艳#王凯#冯冬梅
3W)*

法与
V](R;

法检测丙型肝炎病毒及

乙型肝炎病毒比较'

\

(

3

郑州大学学报$医学版%#

1##1

#

+9

$

'

%!

'4+:

'4'3

'

"

( 何长辉
3

丙型肝炎病毒检测方法的应用评价'

\

(

3

临床和实验医学

杂志#

1#$#

#

4

$

$#

%!

9"+

#

9""3

'

!

( 冯国钢
3

抗
:,)U

抗体与
,)U:*0;

定量检测相关性分析'

\

(

3

吉

林医学#

1#$$

#

+1

$

1

%!

1'':1'"3

'

9

( 陈开慧
3

探讨三种检测方法在丙型肝炎诊断中的应用价值'

\

(

3

免

疫学杂志#

1#$$

#

19

$

'

%!

+$4:+1$3

'

%

( 雷秀霞#徐邦牢#明凯华#等
3

两种荧光定量法检测
,)U:*0;

结

果的比较'

\

(

3

国际检验医学杂志#

1##%

#

14

$

4

%!

999:9943

'

4

( 张瑞#李金明
3

丙型肝炎病毒感染临床检测程序的建立及结果报

告与解释'

\

(

3

中华检验医学杂志#

1#$#

#

++

$

$#

%!

44#:4413

'

$#

(陈兴智#谭庆芬#黄雁#等
3

多民族无偿献血者
,)U

感染状况调查

研究'

\

(

3

重庆医学#

1##4

#

+%

$

$1

%!

$''+:$'''3

$收稿日期!

1#$$:$1:$1

%

!检验技术与方法!

痰标本中结核分枝杆菌培养及药敏检测结果分析!

陈爱蓉$

!李建武$

!温贵华1

"

$3

北京大学深圳医院!广东深圳
"

"$%#+"

'

13

广东深圳宝安区慢病防治院
"

"$%#+!

$

""

摘
"

要"目的
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探讨结核分枝杆菌在变色液体培养基中快速培养及药敏试验可靠性%方法
"

分别采用新型变色液体培养基

和改良罗氏培养基对
$4%

例痰标本进行分枝杆菌培养及药敏试验!对比分析试验结果%结果
"

变色液体培养基及改良罗氏培养

基检出阳性率分别是
+934b

和
+93'b

%变色液体培养基试验结果平均时间为
1%&

!耐药率分别为链霉素
%3##b

&异烟肿
"3++b

&

利福平
'3##b

和乙胺丁醇
'3##b

'改良罗氏培养基试验结果平均时间为
!1

天!耐药率分别为链霉素
%3$$b

&异烟肿
"3'$b

&利福

平
'3#"b

和乙胺丁醇
'3#"b

'两者结果差异无统计学意义"
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$

#3#"

$%多重耐药结果分别为
"3++b

和
"3'$b

%结论
"

变色液体

培养基是一种适合在基层实验室推广应用的结核分枝杆菌辅助诊断方法!具有快速&简单&灵敏度高的优点%

关键词"分枝杆菌!结核'

"

培养基'

"

抗药性!细菌
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文献标识码"
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文章编号"
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结核病是由结核分枝杆菌引起的慢性传染病#可侵及许多

脏器#以肺部受累形成肺结核最为常见'

$

(

)检出痰液中结核分

枝杆菌一直是临床诊断肺结核或鉴别肺结核与其他肺病的主

要依据)涂片找抗酸杆菌是最普及*经济的方法#但敏感性低*

特异性差)改良罗氏培养法虽为金标准#但耗时长且阳性率

低#不易标准化#均难以满足临床需要)缩短培养及药敏试验

时间是世界防痨工作中极待解决的研究课题之一)我国是结

核病高发区#且近年结核病发病率有逐年增加的趋势'

1

(

)近年

来#一些针对结核分枝杆菌快速检测方法陆续报道)本研究采

用变色液体培养基快速一步法和改良罗氏培养基同步试验#并

对结果进行分析比较#探讨不同培养方法阳性结果的检出时

间和阳性检出率#为临床疾病的准确快速诊断提供理论依据#

现将结果报道如下)

A

"

资料与方法

A3A

"

一般资料
"

$4%

例标本来自
1#$#

年宝安区慢性病防治

院结控项目#门诊有慢性咳嗽*咳痰
+

周以上或有咯血等症状#

胸透有阴影的门诊初诊患者)痰标本要求抗结核治疗前采集#

痰涂片及痰培养工作严格按照卫生部制订的标准工作手册要

+

#!%$

+

国际检验医学杂志
1#$1

年
%

月第
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卷第
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期
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求进行'

+

(

)

A3B

"

仪器与试剂
"

分枝杆菌变色液体培养基由深圳市怡百世

生物技术有限公司提供#是结核分枝杆菌快速一步法培养*鉴

定及药敏试剂盒#其中药敏包含
'

种常用抗菌剂!链霉素

$

7DBC

@

D=?

G

>68

#

R.

%*异烟肼$

67=86AJ6&C

#

(0,

%*利福平$

B6FA?:

@

6>68C

#

*ZW

%*乙胺丁醇$

CDEA?NHD=I

#

V.2

%)对硝基苯甲酸$

@

:

86DB=NC8J=6>A>6&

#

W02

%培养基*改良罗氏培养基及其药敏培

养基均由深圳市慢性病防治中心病原检验科提供#其中药敏培

养基含有
R.

*

(0,

*

*ZW

*

V.2'

种常规抗结核药物)

A3C

"

方法

A3C3A

"

痰标本采集及预处理
"

所有患者于抗结核治疗前采集

合格的浓痰标本)取部分痰标本制备痰涂片#制备方法参照相

关文献#并经抗酸染色后镜检#余下痰标本按试剂盒说明书要

求进行培养前处理)

A3C3B

"

变色液体培养基培养
"

先将处理后的标本混匀后接种

于变色液体培养基中#再待充分混匀后#取
1##

$

]

混匀液加入

微孔板
$

"

!

或
9

"

%

中#每种药物有
1

个浓度#即
;

为低浓度#

2

为高浓度)然后各加入无菌液体石蜡
"#

$

]

#置
+9g

培养#

按试剂盒说明书要求观察颜色变化#分析判读并记录结果)

A3C3C

"

改良罗氏培养基培养
"

先将处理后的痰标本分别接种

于改良罗氏培养基*

W02

鉴别培养基#经
+9g

培养分型后取

得的结核分枝杆菌菌株作为试验株)然后用试验株在改良罗

氏药敏基上按常规比例浓度试验方法作
'

种常用抗结核药物

敏感试验对照研究)操作过程严格按照/结核病细菌学检验规

程0要求操作'

'

(

)

A3D

"

质量控制
"

全程用卡介苗$

2)-

%菌株进行质量监控#确

保结果在质控范围内)

A3E

"

统计学处理
"

应用
RWRR$$3"

统计软件进行数据分析)

组间率的比较用卡方检验)

B

%

#3#"

为差异有统计学意义)

B

"

结
""

果

B3A

"

痰涂片结果
"

$4%

例可疑患者送痰涂片阳性检出率为

193%b

$

""

"

$4%

%)

B3B

"

培养结果
"

""

例涂片阳性患者痰两法均培养阳性#另

$'+

例涂片阴性患者样本在快速变色液体培养基上培养阳性

1#

例#在改良罗氏培养基上培养阳性
$4

例#两法同是涂片阴

性*培养阳性
$4

例#见表
$

)

表
$

""

两种培养基培养结果

培养方法 阳性例数$

&

% 阳性率$

b

%

变色培养基
9" +934

罗氏培养基
9' +93'

B3C

"

'

种常用药物药敏结果
"

变色液体培养基一步法平均药

敏结果时间为
1%&

#改良罗氏培养基平均药敏结果时间为
!1

&

)两种方法
'

种常用药物药敏结果之间差异无统计学意义

$

B

$

#3#"

%#见表
1

)

表
1

""

两种方法
'

种常用药物耐药情况

药物名称 耐药株数$变"罗#

&

"

&

% 耐药率$变"罗#

b

"

b

%

R. !

"

! %3##

"

%3$$

(0, '

"

' "3++

"

"3'$

*ZW +

"

+ '3##

"

'3#"

V.2 +

"

+ '3##

"

'3#"

""

变!变色培养基&罗!罗氏培养基$下同%)

B3D

"

多重耐药结果
"

多重耐药判断标准!对异烟肼$

(0,

%和

利福平$

*ZW

%两种或两种以上抗结核药物耐药的结核分枝杆

菌#结果见表
+

)

表
+

""

两种方法多重耐药情况

药物名称 耐药株数$变"罗#

&

"

&

%耐药率$变"罗#

b

"

b

%

(0,[*ZW +

"

+ '3##

"

'3#"

R.[(0,[*ZW $

"

$ $3++

"

$3+"

合计
'

"

' "3++

"

"3'$

C

"

讨
""

论

结核杆菌检查是确诊肺结核的最特异性方法#痰中找到结

核杆菌是确诊肺结核的主要依据)传统的抗酸染色法查找结

核杆菌阳性率低#容易漏诊&改良罗氏培养基虽然精确可靠#特

异性高#但操作繁琐#耗时过长#通常需
'

"

%

周才能报告)除

技术原因外#与痰标本的留取质量有密切相关'

"

(

)近年来各种

新方法不断被临床应用#包括各种自动化检测仪器)据林波

等'

!

(报道#

2e4!#

型全自动快速分枝杆菌培养仪的引入#很大

程度的缩短了疾病的诊断和治疗时间)

.6OEA6I=K6>E

等'

9

(用

基因芯片检测结核分枝杆菌
B

@

=2

基因的点突变和基因重排来

判定结核分枝杆菌对利福平的耐药性#在利福平耐药菌株中检

出
+#

个
e0;

突变体$约占所有耐药模式的
4"b

%#检测时间

缩短到
$3"E

)

本研究采用新型变色液体培养基和改良罗氏培养基对

$4%

例痰标本进行枝支杆菌培养鉴定及药敏试验#变色液体培

养基检出阳性率为
+934b

#改良罗氏培养基检出阳性率为

+93'b

#

""

例涂片抗酸染色阳性两法培养均阳性#两法可比

好#特异性
$##b

)变色液体培养基结果平均检出时间比改良

罗氏培养基缩短
+'&

#明显提高了试验诊断速度)据王莉莉

等'

%

(报道变色液体培养基培养阳性天数比罗氏培养基平均提

早
14&

)变色液体培养基法检出耐药率分别为
R.%3##b

*

(0,"3++b

*

*ZW'3##b

和
V.2'3##b

&改良罗氏培养基检

出耐药率分别为
R. %3$$b

*

(0,"3'$b

*

*ZW'3#"b

和

V.2'3#"b

&两者结果差异无统计学意义$

B

$

#3#"

%)对结

核杆菌进行耐药性试验是指导临床合理选择抗菌药物不可缺

少的步骤#定期耐药监测对评价当地结核病控制效果#制定结

核病控制策略具有重要意义'

4

(

)耐多药结核病$

?HID6&BH

M

BC:

767DA8DDHNCB>HI=767

#

.e*:/2

%指对异烟肼$

(0,

%和利福平

$

*ZW

%两种或两种以上抗结核药物耐药的结核分枝杆菌)由

于患者在抗结核治疗过程中的不规范用药和结核分枝杆菌自

身生物因素特性#形成
.e*:/2

的扩散'

$#

(

)

1##9

"

1##%

年开

展的全国耐药调查结果中#估算我国每年发生的
.e*:/2

肺

结核患者数约
$1

万#位居全球第
1

位'

$$

(

)本研究两法检出

.e*:/2

结果分别为
"3++b

和
"3'$b

#因为样本偏少#并不能

真实反映本地区多重耐药情况)

许多新技术新仪器的应用大大提高了结核病的诊断准确

性和及时性#但是#因为技术水平和经济方面的限制#基层单位

却无法开展应用)因此#结核病实验诊断方法的发展首先应该

强调满足患者的需要'

$1

(

#而不是对高*新*尖技术的片面追求)

快速变色液体培养法是一种适合在基层实验室推广应用的方

法#具有快速*简单*灵敏度高的优点)
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!检验技术与方法!

高碘酸钠法检测冰冻解冻去甘油红细胞中甘油残留量方法的探讨

杨
"

夏!赵
"

磊!白旭华

"新疆乌鲁木齐兵团血站质管科
"

%+###1

$

""

摘
"

要"目的
"

用高碘酸钠法检测冰冻解冻去甘油红细胞中甘油残留量!对检测方法和监测流程进行探讨&评价%方法
"

由

于国内应用较多的甘油含量化学检测法!在血站的实际检测中存在技术方法上的不足!本文借鉴)中华人民共和国药典*甘油测定

法对其进行了改进'针对血站日常监测冰冻解冻去甘油血液制品按照国家标准规定留样后面临的矛盾!本文进行了探索并改进了

检测方法!与原标准比较'对此建立的检测方法和流程进行了测试评价%结果
"

用此法检测甘油含量的相关度较高"

Fa

#34444

$'检测回收率平均为
4%39b

'检测
2G

'

+31b

'可采用
$#?]

取样量替代
$"?]

取样量%结论
"

本文建立的实验方法和

监测流程更符合血站实际工作需要!可以达到操作简单&准确监控冰冻解冻去甘油红细胞中甘油残留量的目的%

关键词"红细胞'

"

血液保存'

"

高碘酸钠法'

"

甘油
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为了延长红细胞的保存期#国内外普遍采用甘油作为保护

剂对红细胞进行深低温冰冻保存'

$

(

#此项技术有效缓解了临床

稀有血型紧急用血状况#对采供血机构调剂血液库存储备以应

对血液偏型或突发事件所导致的,血荒-也起到了一定作用)

需要注意的是!甘油具有保水作用#其意外进入人体会导致机

体血容量增加#引起患者不适#在患者有妊娠*高血压等自身血

容量比较高的情况下#不良症状会加重#严重者甚至有生命危

险)在使用冰冻解冻红细胞之前#必须经过洗涤去除甘油保护

剂#要控制洗后红细胞中甘油残留量小于或等于
$#

M

"

]

作为

底线'

1

(

#消除甘油对人体产生的不良作用#保证输注后的红细

胞能够正常发挥生理功能)本站已在
1##4

年将冰冻解冻去甘

油红细胞中甘油残留量的监测作为质量控制的常规工作#开展

此项检测工作中作者遇到过一些问题#并对问题进行了探讨#

现将本站的检测方法和经验介绍如下)
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"

材料与方法

A3A

"

样品来源
"

1##4

"

1#$$

年本站制备的冰冻解冻去甘油

红细胞血液)

A3B

"

仪器与试剂
"

甘油$天津市百世化工有限公司%#钨酸钠

$天津市河东区红岩试剂厂%#

,

1

RQ

'

$四川西陇化工厂%#高碘

酸钠$天津市博迪化工有限公司%#乙二醇$天津基准化学试剂

有限公司%#氢氧化钠$天津市大茂化学试剂厂%#邻苯二甲酸氢

钾$纯度为!

443%b

#天津市光复精细化工研究所%#分析天平

$精密到
#3###$

M

#德国赛多利斯%)

A3C

"

甘油标准溶液的配制
"

精密称取甘油
$#3$

M

$纯度为

44b

%#置于
$##?]

的容量瓶中#用生理盐水溶解并稀释至刻

度#配成
$##

M

"

]

的储备液)分别取储备液
13#

*

'3#

*

!3#

*

%3#

*

$#3#

*

$13#?]

置于
$##?]

的容量瓶中#用生理盐水稀

释至刻度#制成含甘油
13#

*

'3#

*

!3#

*

%3#

*

$#3#

*

$13#

M

"

]

的甘

油标准溶液)

A3D

"

甘油含量测定

A3D3A

"

制备血滤液
"

准确吸取混匀后冰冻解冻去甘油红细胞

"

*

93"

*

$#

*

$"?]

#见表
$

)依照表
$

所示加入相应量的蒸馏

水#混匀#静置
+

"

"?68

#再加入相应量的
$!3"b

钨酸钠及
$0

,

1

RQ

'

#充分混匀#用定性滤纸过滤制备得到血滤液)

A3D3B

"

甘油残留量的测定
"

精密吸取血滤液
$#?]

#加入

13$'b

高碘酸钠溶液
"#?]

#摇匀#暗处放置
$"?68

后#加

"#b

乙二醇溶液
$#?]

#摇匀#暗处放置
1#?68

#加酚酞指示剂

#3"?]

#用氢氧化钠$

#3$?=I

"

]

%滴定至红色#

+#7

内不褪色#

滴定结果用空白试验校正)每
$?]

氢氧化钠滴定液$

#3$

?=I

"

]

%相当于
431$?

M

的甘油'

+

(

)根据消耗氢氧化钠溶液的

毫升数#依照下列公式计算样品甘油含量)

甘油含量$

M

"

?]

%

a 0AQ,

$

?]

%数$样品
c

空白%

i

#3##41$i

滴定
0AQ,

浓度

#3$

u

血滤液$

?]

%数
i

U

R

注意!以上所用氢氧化钠$

#3$?=I

"

]

%滴定液使用前要进

行浓度标定#标定步骤为!取在
$#"g

干燥至恒重的基准邻苯

二甲酸氢钾
#3!

M

#精密称定#加新沸过的冷水$避免水中的

)Q

1

对标定的影响%

"#?]

振摇#使其尽量溶解&加酚酞指示液

1

滴#用本液滴定&在接近终点时应使邻苯二甲酸氢钾完全溶

解#滴定至溶液显粉红色)每
$?]

的氢氧化钠滴定液$

#3$

?=I

"

]

%相当于
1#3'1?

M

的邻苯二甲酸氢钾'

+

(

)依照下列公

式计算滴定液浓度!
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