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实时荧光定量ＰＣＲ技术检测患儿手足口病病原体

荆成宝，刘　婕，赵　斌

（安康市中心医院，陕西安康７２５０００）

　　摘　要：目的　采用实时荧光定量聚合酶链反应（ＦＱＰＣＲ）技术检测患儿手足口病原体，以了解本地该病病毒流行特征，为

防治手足口病提供病原学诊断依据。方法　收集手足口病疑似病例６５例（按年龄组分为小于３岁组３９例，３～６岁组２６例）患儿

的咽拭子、疱疹液，用 ＦＱＰＣＲ技术检测标本中肠道病毒通用型（ＥＶ）、肠道病毒７１型（ＥＶ７１）及柯萨奇病毒 Ａ 组１６型

（ＣｏｘＡ１６），并与ＥＬＩＳＡ法进行比较。结果　６５例手足口病患儿疑似组ＦＱＰＣＲ检出ＥＶ阳性５１例，阳性率为７８．５％，其中小于

３岁３４例，３～６岁阳性１７例，小于３岁组ＥＶ检出率明显高于３～６岁组（犘＜０．０５）；ＥＶ７１阳性４５例，ＣＯＸＡ１６阳性１６例；咽拭

子标本阳性率为７２．３％（４７／６５）；疱疹液标本阳性率为８１．２５％（１３／１６）；ＥＬＩＳＡ法检测ＥＶ阳性２９例，阳性率为４４．６％（２９／６５），

ＣｏｘＡ１６阳性２２例，阳性率为３３．８％（２２／６５）。结论　采用ＦＱＰＣＲ技术进行手足口病病原体检测有助于早期、快速的对手足口

病做出病原学诊断。２０１２年安康地区手足口病病原体以ＥＶ７１为主，ＣｏｘＡ１６次之。
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　　手足口病（ＨＦＭＤ）是一种由肠道病毒（ＥＶ）引起的急性传

染病，具有流行性强、传染性强、传播途径复杂等特点，多发于

６岁以下婴幼儿，可引起手、足、口腔等部位的疱疹，有的患者

还可以引起心肌炎、肺水肿和无菌性脑膜炎［１］。现已证实有

２０余种肠道病毒可引起 ＨＦＭＤ，其中以肠病毒ＥＶ７１（ＥＶ７１）

和柯萨奇病毒Ａ组１６型（ＣｏｘＡ１６）最为常见。肠道病毒感染

实验室诊断的金标准是病毒培养法，但此法不但繁琐复杂而且

费时，不适合临床检查。本文采用广州达安基因生物技术有限

公司生产的实时荧光定量ＰＣＲ试剂，对本院住院的０～６岁疑

似手足口病患儿进行检测，以评估此法在手足口病原体检测上

的价值。

１　资料与方法

１．１　一般资料　本院２０１２年５月至７月初诊为 ＨＦＭＤ的患

儿６５例，来自安康城区和周边县，初诊标准为患儿出现手、足、

口、皮肤黏膜斑疹或疱疹，伴或不伴发热及其他症状，其中男

４２例，女２３例，年龄７月至６岁，平均２６．４个月，小于３岁组

３９例，３～６岁组２６例，其中咽拭子标本６５份，疱疹液标本１６

份，用无菌棉拭子采集，标本采集后立即置于病毒保养液中，冷

藏送检，不能及时检测的置－２０℃保存。

１．２　仪器与试剂　美国 ＡＢＩ７３００实时荧光定量ＰＣＲ分析

仪。肠道病毒ＥＶ核酸检测试剂盒，肠道病毒７１核酸检测试

剂盒，肠道病毒柯萨奇 Ａ１６核酸检测试剂盒购于广州达安基

因生物技术有限公司。酶联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ法）ＥＶ７１

ＩｇＧ及ＣＯＸＡ１６ＩｇＧ检测试剂盒购自北京万泰生物技术有限

公司。

１．３　方法　ＦＱＰＣＲ法：取２００μＬ上清液，使用Ｔｒｉｚｏｌ法提

取标本ＲＮＡ，再在ＰＣＲ扩增仪上扩增，按说明书进行反应液

配置和循环参数设置，并同时设置梯度模板及阴、阳性对照。

ＥＬＩＳＡ法严格按照试剂盒操作说明进行。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１１．０统计学软件进行处理，以

犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

６５例手足口病疑似患儿ＦＱＰＣＲ法检测ＥＶ阳性５１例，

阳性率７８．５％；其中小于３岁组阳性３４例，阳性率８７．２％，

３～６岁组阳性１７例，阳性率６５．４％；小于３岁组ＥＶ阳性率

明显高于３～６岁组（犘＜０．０５）。在６５份患儿标本中ＥＶ７１阳

性４５例、阳性率为６９．２％，ＣｏｘＡ１６阳性２３例，阳性率为

３５．４％。咽拭子标本阳性率为７２．３％（４７／６５）疱疹组标本阳

性率为８１．２５％（１３／１６）。ＥＬＩＳＡ法检测ＥＶ７１阳性２９例的

阳性率为４４．６％（２９／６５），ＣｏｘＡ１６阳性２２例阳性率为３３．８％

（２２／６５）。在４２例男患儿中ＥＶ阳性３２例阳性率为７６．２％

（３２／４２），２３例女患儿中 ＥＶ 阳性１９ 例阳性率８２．６％（１９／

２３），差异无统计学意义（犘＞０．０５）。

３　讨　　论

手足口病是由多种人肠道病毒引起的一种儿童常见传染

病，其传染性强、传播途径复杂、传播速度快，短时间内可造成

本土范围内的流行，一旦流行疫情难以控制。该病原体为肠道

病毒，主要是 ＥＶ７１及 ＣｏｘＡ１６。肠病毒可引起手足口病，

ＥＶ７１感染常有严重的神经系统并发症发生，ＣｏｘＡ１６感染则

可引起自限性的手足口病，极少发生严重的并发症和死亡［２］。

传统的诊断手足口病仍以临床表现为主要手段，住院后实

验室诊断分离病毒 然后再进行血清中和试验来定型，但是分

离培养病毒平均需要７ｄ，这不仅耗时，同时延误病情。近年血

清学检查也有了新的进展，主要包括补体固定实验（ＣＦ），中和

试验等［３］。这些实验耗时、费用高、同时再感染早期常为阴性。

ＲＴＰＣＲ存在操作复杂易污染等缺点，且对 ＣｏｘＡ１６不够

敏感［４］。

本研究应用实时荧光定量ＰＣＲ技术（ＦＱＰＣＲ）对６５例临

床诊断为手足口病的患儿咽拭子和部分患儿疱疹液进行

ＥＶ７１及ＣｏｘＡ１６检测，发现在６５例患儿咽拭子标本中，肠道

病毒通用性检出率为７８．５％，具有很好的检测敏感度，检出率

与陈禄彪等［５］、张群等［６］相近，明显低于高骞等［７］的报道，这可

能与检测标本不同有关。有研究显示，患儿发病一周内的传染

性最强，１～２周自咽部排出病毒，３～５周从粪便中排出病毒，

疱疹液中含有大量病毒，破溃时病毒即溢出，部分痊愈患儿粪

便内病毒可存活数月［８］。

本试验５１例肠道病毒通用型阳性标本中，手足口病相关

ＥＶ７１感染阳性４５例，ＣｏｘＡ１６阳性２３例，说明本地在手足口

病发病以ＥＶ７１感染为主，这与本省流行病学特征一致
［９］。疱

疹液标本阳性率８１．２５％（１３／１６），可见疱疹液的阳性率比咽

拭子高，但疱疹液采集困难，而咽拭子标本较易采集，无需抽

血，无创伤性，儿童及家长易于接受，因此推荐使用咽拭子标本

采集法。

通过对ＥＶ７１和ＣｏｘＡ１６两组感染病例的对比研究发现，

·８５４２· 国际检验医学杂志２０１３年９月第３４卷第１８期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｓｅｐｔｅｍｂｅｒ２０１３，Ｖｏｌ．３４，Ｎｏ．１８



２组病例的临床表现基本相同，严重程度并无很大差别，这与

其他有关ＥＶ７１感染的临床报道有所不同，ＥＶ７１感染可导致

神经性肺水肿、心肌炎和脑膜炎等神经系统疾病，可危及生

命［１０］，而本研究中的４５例ＥＶ７１感染者并无此表现，这可能

与患儿个体差异有关。

由于手足口病传染性强，传播途径复杂，流行强度大，传播

快，且今尚无疫苗预防和特效的抗病毒治疗药物，建议在每年

３～８月份加强对手足口病的病原学监测，以便预测本地区

ＨＦＭＤ病原学构成的变化，为其防治提供科学依据。
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Ｂ群链球菌感染与胎膜早破

王建红

（天津市中心妇产科医院检验科，天津３００１００）

　　摘　要：目的　观察胎膜早破（ＰＲＯＭ）的孕妇感染Ｂ群链球菌（ＧＢＳ）的情况并分析药物敏感实验的结果。方法　收集胎膜

早破孕妇的阴道分泌物进行细菌培养、分离鉴定和药物敏感试验，并对药敏结果进行统计分析。结果　８７５例标本共检出ＧＢＳ６０

株，ＧＢＳ带菌率为６．９％。常用抗菌药物中敏感度最高的是青霉素Ｇ、氨苄西林和万古霉素，最低的是四环素和红霉素。结论　Ｂ

群链球菌感染所引起的胎膜早破威胁母婴安全，应重视ＧＢＳ筛查，降低母婴风险。

关键词：胎膜早破；　Ｂ群链球菌；　药物敏感试验
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　　胎膜破裂发生于产程正式开始之前称为胎膜早破

（ＰＲＯＭ），占分娩总数的２．７％～１７％，是产科的常见并发

症［１］。大量研究表明Ｂ群链球菌（ＧＢＳ）感染是胎膜早破的重

要原因之一，近年来逐渐成为研究热点。本文对８７５例胎膜早

破孕妇的阴道分泌物标本进行细菌培养和药敏试验，以期为临

床提供安全合理的用药方案。

１　资料与方法

１．１　一般资料　标本取自２０１１年１月至２０１２年１２月本院

产科接诊的胎膜早破孕妇的阴道分泌物共８７５例，孕周１７～

３６周，年龄１９～４１岁，平均２７．４岁。

１．２　试验方法

１．２．１　标本采集　常规消毒外阴，用无菌棉拭子采取阴道下

１／３处黏膜分泌物，取材后立即送检。

１．２．２　ＧＢＳ培养　无菌棉拭子迅速接种于血平皿，在３５℃，

５％二氧化碳培养箱孵育１８～２４ｈ。ＧＢＳ菌落在血平板上呈

现β溶血，革兰阳性链球菌，触酶试验阴性，环磷酸腺苷

（ＣＡＭＰ）试验阳性。

１．２．３　鉴定及药物敏感试验　采用法国生物梅里埃公司

ＶＩＴＥＫ２ｃｏｍｐａｃｔ全自动细菌分析系统对ＧＢＳ进行鉴定和药

敏试验，ＧＰ鉴定卡和ＡＳＴＧＰ６７药敏卡为梅里埃公司配套产

品。实验方法与结果判定标准，按照美国临床实验室标准化委

员会（ＣＬＳＩ）２００８年版规定执行。

１．２．４　质控菌株　金黄色葡萄球菌（ＡＴＣＣ２９２１３）、粪肠球菌

（ＡＴＣＣ２９２１２）、肺炎链球菌（ＡＴＣＣ４９６１９）由卫生部临床检验

中心提供。

１．３　统计学处理　数据采用 ＷＨＯＮＥＴ５．４软件进行分析。

２　结　　果

８７５例标本共检出 ＧＢＳ６０株，带菌率为６．９％。药敏实

验结果见表１。

表１　　ＧＢＳ对常用抗菌药物的药敏试验结果

抗菌药物 敏感菌株数（狀） 敏感率（％）

青霉素Ｇ ６０ １００．０

氨苄西林 ６０ １００．０

万古霉素 ６０ １００．０

利奈唑烷 ６０ １００．０

替加环素 ６０ １００．０

喹努普汀／达福普汀 ６０ １００．０

呋喃妥因 ５４ ９０．０

莫西沙星 ３３ ５５．０

环丙沙星 ３１ ５１．７

左氧氟沙星 ３１ ５１．７

克林霉素 ２０ ３３．３

红霉素 １９ ３１．７

四环素 １６ ２６．７
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