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对比荧光定量聚合酶链反应"

7'6

#技术和细菌培养法在徐州地区妊娠晚期妇女
Y

群链球菌"

3Y(

#定植筛查

中的应用!并了解
3Y(

的耐药情况$方法
!

采集本地区妊娠晚期妇女的阴道拭子和肛门拭子!同时进行荧光
7'6

检测和细菌培

养法检测!比较分析两种方法的各项性能指标$对细菌培养法阳性者做药敏试验$结果
!

$X$

例标本中!荧光
7'6

技术检测

3Y(

阳性
9-

例!阳性率
))8%_

!灵敏度为
)%%8%_

&细菌培养法检测
3Y(

阳性
-)

例!阳性率
<8$_

!灵敏度
918<_

$两组之间阳

性率和灵敏度比较差异均有统计学意义"

!

$

%8%9

#$药敏结果显示青霉素%头孢曲松%万古霉素的敏感率是
)%%8%_

&红霉素%克

林霉素%左氧氟沙星的耐药率为
+)8%_

%

<$89_

和
9X8)_

$结论
!

徐州地区妊娠晚期妇女
3Y(

的定植率不低!

7'6

是一种更为

快速的具有较高特异性和敏感度的方法$临床应积极开展
3Y(

的常规检测$本地区
3Y(

对红霉素和克林霉素耐药率较高!临

床应重视抗菌药物的合理应用!避免更多
3Y(

耐药株的出现$

关键词"妊娠晚期&

!

Y

群链球菌&

!

荧光
7'6

技术&

!

耐药性
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群链球菌$

3Y(

%是一种溶血的革兰阳性球菌#可正常寄

生在人类的下消化道和生殖道#但当孕妇免疫力低下时#可以

引起孕妇生殖道感染#导致泌尿系统感染*羊膜绒毛膜炎*产褥

感染和早产等#还可通过垂直传播引起新生儿患败血症*脑膜

炎或肺炎等感染(

)5&

)

#是围产期感染的主要致病菌之一(

-5$

)

'因

此#积极筛检妊娠晚期妇女
3Y(

的定植率#对减少围产期母婴

感染起着重要的作用'本研究同时采用荧光定量聚合酶链反应

$

7'6

%技术和细菌培养法检测妊娠晚期妇女的
3Y(

定植率#探

讨了荧光
7'6

技术对检测
3Y(

的意义并分析了本地区
3Y(

药

敏试验的结果#旨在为临床合理选用抗菌药物提供依据'

?

!

资料与方法

?8?

!

一般资料
!

选取
&%)$

年
1

月至
&%)9

年
<

月在徐州市妇

幼保健院门诊就诊和住院的妊娠晚期健康妇女
$X$

例#孕妇年

龄
&&

!

-1

岁#平均$

&18<\&8)

%岁#孕周
-9

周至足月#平均孕

周$

-+8)\)8-

%周'所有孕妇取样前一周均未使用任何抗菌药

物并知情同意'

?8@

!

仪器与试剂
!

!.Y)9&90[

N

JG??>A@

细菌鉴定仪为法国

梅里 埃 产 品#

4h)9)*W 'U

&

培 养 箱 为 力 康 生 物 产 品#

!Y,+9%%

荧光定量
7'6

仪为美国
!Y,

产品'哥伦比亚血平

板*血
#4

琼脂平板和
3Y(

显色培养基购自郑州安图生物工

程股份有限公司#

Y

族链球菌核酸检测试剂盒购自泰普生物科

学技术有限公司#药敏纸片是康泰生物产品'

?8A

!

方法

?8A8?

!

标本采集
!

根据
&%%&

年疾病预防控制中心推荐的取

材方法(

9

)

#先擦去外阴分泌物#将两根无菌棉拭子同时插入阴

道下
)

"

-

段旋转一周采集阴道分泌物标本#再将两根无菌棉拭

子同时插入肛门括约肌
&

!

-KI

轻轻旋转采集肛门分泌物标

本'将阴道拭子和直肠拭子
)

份用于普通细菌培养#另
)

份用

+

-<1&

+

国际检验医学杂志
&%)9

年
)%

月第
-<

卷第
&%

期
!

,@BV2HQ#GD

!

UKBAQGJ&%)9

!

WAL8-<

!

/A8&%



于荧光
7'6

检测'

?8A8@

!

细菌培养及鉴定
!

)

份阴道直肠拭子接种在哥伦比亚

血平板上放
9_'U

&

培养箱
-9Z

培养
)X

!

&$F

#挑取呈
%

溶

血的灰白色可疑菌落#进行涂片后革兰染色为革兰阳性球菌*

触酶试验阴性*

'!#7

试验阳性*

3Y(

显色培养为粉红色和

!.YJH

N

>D,"-&(BJG

N

链球菌鉴定卡鉴定细菌为
3Y(

'

?8A8A

!

药敏试验
!

细菌培养的阳性菌株采用
c5Y

纸片扩散

法进行药敏试验#详细操作严格按照,全国临床检验操作规

程-

(

)

)进行!取
%89

麦氏单位
3Y(

菌液均匀涂布在血
#4

平

板#贴上红霉素*克林霉素*氨苄西林*青霉素*万古霉素*头孢

曲松和左氧氟沙星药敏纸片#其中红霉素和克林霉素药敏纸片

距离在
)&II

$

"

试验%#放入
9_'U

&

培养箱
-9Z

培养
&$F

#

测量抑菌圈按美国临床实验室标准化委员会标准$

/''2(

%标

准判读结果'标准菌株肺炎链球菌
!.''$1<)1

同时进行'

?8A8E

!

荧光
7'6

检测
!

另一份阴道直肠拭子加入
)I2

清洗

液#充分振荡摇匀#挤干棉拭子弃之#吸取全部标本悬浮液加入

07

管中#

)-%%%J

"

I>@

离心
9I>@

#弃上清&再加入
)I2

清洗

液振荡摇匀#

)-%%%J

"

I>@

离心
9I>@

#弃上清&沉淀中加入
9%

#

2

缓冲液重悬#再加入提取固形物高速振荡
9I>@

#瞬离后放

入
19Z

干浴锅
&I>@

#立刻冰浴
&

!

9I>@

#

)-%%%J

"

I>@

离心
)

I>@

备用'阴性对照和阳性对照同时进行'取
9

#

2

备用标本

上清液和阴性*阳性对照加入
7'6

反应管#盖紧管盖
<%%%J

"

I>@

离心
&I>@

#进行
7'6

扩增检测'对细菌培养法和
7'6

法检测结果不一致的样本#用设计好的针对编码
'!#7

蛋白

的序列片段的第
&

对引物#对
7'6

产物二次扩增后测序#来验

证荧光
7'6

结果的正确与否'

?8E

!

统计学处理
!

采用
(7!(()<8%

软件对两种方法检测
3Y(

结果进行统计学处理#计数资料进行
-

& 检验#

!

$

%8%9

为差异

有统计学意义'对药敏结果用
^4U/0.98<

软件经行处理'

@

!

结
!!

果

@8?

!

细菌培养法和荧光
7'6

法检测妊娠晚期妇女
3Y(

定植

率
!

$X$

例孕妇中细菌培养出
3Y(-)

例#阳性率
<8$_

&

7'6

法检出
3Y(9-

例#阳性率
))8%_

#两种方法阳性率比较差异

有统计学意义$

!

$

%8%9

%'其中两种方法同时为阳性结果的

有
-)

例#同时阴性结果的为
$-)

例'细菌培养结果为阴性而

7'6

法为阳性的有
&&

例#细菌培养结果为阳性而
7'6

法为阴

性的为
%

例'

@8@

!

对两种方法检测结果不一致的标本用测序法进行验证
!

将细菌培养结果为阴性而
7'6

法为阳性的
&&

例标本经扩增

测序后为
3Y(

序列的有
&)

例#

)

例阴性'两种方法灵敏度比

较#差异有统计学意义$

!

$

%8%9

%#见表
)

'

表
)

!!

两种方法检测
3Y(

的性能比较#

_

$

检测方法 灵敏度 特异度 阳性预测值 阴性预测值 准确度

细菌培养法
918< )%%8% )%%8% 198$ 198+

荧光
7'6

法
)%%8% 118X 1X8) )%%8% 118X

表
&

!!

-)

株
3Y(

对
+

种抗菌药物的敏感性结果%

_

#

&

(

&

$&

抗菌药物 敏感 中介 耐药

红霉素
&&8<

$

+

"

-)

%

<89

$

&

"

-)

%

+)8%

$

&&

"

-)

%

克林霉素
-&8-

$

)%

"

-)

%

-8&

$

)

"

-)

%

<$89

$

&%

"

-)

%

氨苄西林
1-89

$

&1

"

-)

%

<89

$

&

"

-)

%

%8%

$

%

"

-)

%

万古霉素
)%%8%

$

-)

"

-)

%

%8%

$

%

"

-)

%

%8%

$

%

"

-)

%

青霉素
)%%8%

$

-)

"

-)

%

%8%

$

%

"

-)

%

%8%

$

%

"

-)

%

头孢曲松
)%%8%

$

-)

"

-)

%

%8%

$

%

"

-)

%

%8%

$

%

"

-)

%

左氧氟沙星
-X8+

$

)&

"

-)

%

-8&

$

)

"

-)

%

9X8)

$

)X

"

-)

%

@8A

!

药敏试验
!

-)

株
3Y(

对青霉素*万古霉素和头孢曲松均

敏感#未出现耐药现象#而对红霉素*克林霉素和左氧氟沙星的

耐药严重#见表
&

#而且红霉素和克林霉素的药敏试验结果高

度一致#其中对红霉素*克林霉素同时耐药有
)1

株#红霉素诱

导克林霉素耐药$

"

试验阳性%的有
)

株#红霉素耐药而克林霉

素敏感或中介的有
&

株'

A

!

结
!!

论

!!

3Y(

自被发现可引起人类许多疾病以来#在围产期及产

科感染呈逐年增多的趋势#得到世界范围关注'

3Y(

在
&%

世

纪
1%

年代就已经被列为围产期感染的首要病原菌之一(

<

)

'

3Y(

是条件致病菌#健康人群可正常携带#但当孕产妇免疫力

低下时#

3Y(

可上行感染或通过生殖道垂直传播给新生儿#给

围产期妇女及围产儿带来非常严重的感染性疾病'因此#对妊

娠晚期妇女进行
3Y(

的筛查#可有效降低围产期的感染'在

美国#已开展
3Y(

常规筛查培养#对孕
-9

!

-+

周的约
1%_

孕

妇筛检#新生儿
3Y(

感染率明显下降(

&

)

'但在中国#

3Y(

筛查

尚不作为常规检查#主要原因是缺乏大样本流行病学资料#而

且如果孕妇
3Y(

定植率很低$

$

9_

%#则常规检查价值不大'

本研究中徐州地区妊娠晚期妇女
3Y(

定植的阳性率为

))8%_

$

9-

"

$X$

%#蔡晓沂等(

+

)筛查北京地区孕妇带菌率为

)+89X_

#吴海军等(

X

)检测深圳地区围产期孕妇
3Y(

感染阳性

率为
)18%)_

#何国才等(

1

)研究了桂林地区孕妇
3Y(

检出率为

+89_

#还有其他地区报道如江西地区为
X8+<_

(

)%

)

#东莞地区

为
)&8)_

(

))

)

'各地区的报道差异很大#主要受检测方法*采集

时间*种族*地区差异等因素影响'基于各地区小样本孕妇

3Y(

带菌率的调查结果基本上大于
9_

#以及
3Y(

对围产期

孕妇及新生儿的不良影响等原因#对有条件的医院开展常规筛

检
3Y(

项目很有必要'

3Y(

定植筛查阳性率和检测方法有直接的关系'作为金

标准的细菌培养方法能够得到纯培养进行药敏试验和
3Y(

血

清型分型#但耗时较长需要
&$

!

$XF

#并且检出率易受到培养

基*温度*杂菌竞争生长和及时送检等因素影响#造成一定的假

阴性结果&免疫学方法检测
3Y(

需要高滴度的抗血清和高纯

度的抗原#当孕妇体内
3Y(

特异性抗体浓度小于
&I

M

"

I2

时#就不易检出(

)&

)

'分子生物学中的
7'6

技术是具有较高的

敏感度和特异性的快速检测方法#仅需
&

!

$F

#并且可检测到

死的
3Y(

(

)%

)

'本研究中普通细菌培养法筛检妊娠晚期妇女

3Y(

阳性率为
<8$_

#灵敏度为
918<_

#特异度为
)%%8%_

#而

7'6

技术检测
3Y(

的阳性率为
))8%_

#灵敏度为
)%%8%_

#特

异度为
118X_

#两者之间的阳性率和灵敏度具有统计学差异

$

!

$

%8%9

%'结果显示
7'6

技术检测
3Y(

的准确性*灵敏度

和阳性率均高于普通细菌培养法#并且非常快速'能及时准确

地发出报告指导医生合理干预
3Y(

对孕妇及围产儿的危害#

特别对即将分娩未进行
3Y(

检测及发生胎膜早破*发热#曾感

染过
3Y(

等有危险因素又需要及时预防性使用抗菌药物治疗

的孕妇#是非常理想的筛查方法'

药敏结果显示#

3Y(

对青霉素*头孢曲松*万古霉素的敏

感性较好#青霉素是预防用药的最佳选择#与美国临床标准化

实验室$

'2(,

%推荐用于治疗化脓性链球菌或
3Y(

的青霉素和

其他
%

5

内酰胺类抗菌药物相符(

)-

)

'如果对青霉素类药物轻度

过敏#可以考虑头孢曲松等三代*四代头孢菌素类药物&对青霉

素和头孢菌素类药物重度过敏#可根据药敏结果选择作为防治

3Y(

的二线药物红霉素和克林霉素#因其在全世界范围内较

长期广泛应用#导致耐药株的出现和扩散'$下转第
&1<<
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结果间比较#差异无统计学意义$

<:)8%X

#

!

%

%8%9

%#见表
)

'

42!5Y&+

检测结果与抗体剂量*反应时间关系图显示三条直

线几乎平行#表示抗体剂量*反应时间无交互作用#见图
)

'

表
)

!!

不同抗体剂量组
42!5Y&+

检测结果#

_

)

B\-

$

组别
42!5Y&+

检测结果

9I>@ )%I>@ )9I>@

9

#

2

组
X$8)<\)8&) 1$8X)\)8-- 1$8)%\)8&<

)%

#

2

组
X98$%\)8&+

"

1<8+<\)8-)

"*

198-<\)8$9

"*

!!

"

!

!

$

%8%9

#与
9

#

2

抗体反应组比较&

*

!

!

$

%8%9

#与抗体反应
9

I>@

比较'

图
)

!!

42!5Y&+

检测结果与抗体剂量'反应时间关系图

A

!

讨
!!

论

!(

是脊柱及附属组织的自身免疫性疾病#

!(

减少致残

率的关键在于早期发现*早期诊治*早期指导患者生活起居及

功能锻炼#从发病到明确诊断往往需要经过
$

!

)%

年(

-

)

'

!(

最初起病隐匿#患者脊柱或周围关节疼痛往往与其他原因引起

的脊柱或关节疼痛症状相似#而初发病者在
d

线上又没有骶

髂关节炎的明确表现#因此在临床上不易确诊#仅以
d

射线所

见为依据#可能对一些早期病例的诊断不可靠'如果患者根据

临床资料诊断
!(

的概率为
9%_

#在检出
42!5Y&+

时则可提

高至
1-_

#因而#结合患者症状与临床上的其他诊断进行

42!5Y&+

检测具有十分重要的意义(

$

)

'流式细胞仪是检测

42!5Y&+

最有效的方法#其利用荧光标记的抗
42!5Y&+

的

单克隆抗体和淋巴细胞表面的
42!5Y&+

抗原结合#使结合后

的淋巴细胞具有一定的荧光强度#这种荧光强度可由流式细胞

仪测得的通道值来反映#以其值的高低判断
42!5Y&+

阴*阳

性#该方法操作简单#结果准确#尤其适用于大规模样本检

测(

9

)

'

42!5Y&+

抗体价格昂贵#为高效合理使用抗体#本实验

根据抗体剂量不同分为两组#分别避光静置
9

*

)%

*

)9I>@

#溶血

后上机检测
42!5Y&+

水平#结果显示抗体剂量
)%

#

2

反应
)%

I>@

为最佳实验方案#能够有效节省抗体并提高工作效率'
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本次研究结果显示红霉素和克林霉素的耐药率高达
+)8%_

和

<$89_

#并且结果高度一致#这与国内一些研究报道基本一

致(

))

#

)$

)

#作为经验用药已不适用'另外左氧氟沙星的耐药率

为
9X8)_

#比其他地区报道都高(

+5)&

)

'这可能与本地区左氧氟

沙星的大量使用有关'耐药菌株的出现与抗菌药物的广泛使

用密切相关#较高的耐药率令人担忧#因此需要临床紧密结合

药敏结果预防和治疗
3Y(

的感染#从而减少耐药株的发生和

扩散'

综上所述#徐州地区妊娠晚期妇女的
3Y(

定植率在健康

人群的正常范围内#应重视妊娠晚期妇女和新生儿的
3Y(

感

染#加强对孕
-9

!

-+

周孕妇开展
3Y(

常规
7'6

方法检查#减

少
3Y(

感染的发生'并常规监测
3Y(

耐药性的变化从而指

导临床合理用药#提高妊娠晚期妇女和新生儿的生活质量#保

障母婴安全'
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