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!

要"目的
!

探讨直接免疫荧光法快速检测早期甲型流感病毒抗原及其临床应用$方法
!

选择临床上诊断为急性呼吸道

感染入院的患者!采集标本
"$$

例!将其分为两组(冬春两季流行季节儿童组"

E$$

例#和夏秋两季非流感流行期间儿童组"

E$$

例#!使用美国
:;h-9Q2

甲型流感病毒抗原检测试剂!采用荧光标记的单克隆抗体对感冒患者进行甲型流感病毒抗原检测$

结果
!

在冬春两季流感流行期间!

E$$

例儿童检测有
<

例阳性!阳性率为
<]

&在夏秋两季非流感流行期间
E$$

例儿童检测有
"

例

阳性!阳性率为
"]

&两组阳性率比较差异有统计学意义"

!

$

$F$!

#$结论
!

运用直接免疫荧光法快速检测甲型流感毒感抗原是

一种经济'高效'快速'特异的检测方法!能指导临床快速诊断!合理用药$

关键词"甲型流感病毒&
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呼吸道病毒是指一大类能侵犯呼吸道引起呼吸道局部病

变或仅以呼吸道为侵入门户#主要引起呼吸道外组织器官病变

的病毒)目前已证明儿童
I!]

的急性上呼吸道感染和大部分

下呼吸道感染是由细菌以外的病原体引起的#其中病毒感染最

为常见)呼吸道感染的病毒病原学因不同国家+不同省市和地

区+不同年份+季节和年龄等而异)近年来随着各种抗生素的

广泛应用#呼吸道细菌感染有所降低#而呼吸道病毒感染呈上

升趋势'

E

(

)国内目前对于呼吸道病毒诊断的方法和技术还远

落后于发达国家#从病发到确诊往往需要一周左右的时间从而

错过了治疗的最佳时间)采用免疫荧光抗原检测既能实现在

呼吸道病毒感染的初始阶段进行特异性诊断#又可以避免病毒

分离培养费时费力的缺点#因此是对呼吸道病毒进行检测的理

想方法'

"

(

)本文分析直接免疫荧光法用于甲型流感抗原的快

速检测#该研究对粤北人民医院
"$E;

年和
"$ED

年两年间分别

在春+夏+秋+冬季节住院的
"$$

例呼吸道感染患儿的呼吸道病

毒采用直接免疫荧光法进行快速检测#现报道如下)

@

!

资料与方法

@F@

!

一般资料
!

选取
"$E;

!

"$ED

年粤北人民医院呼吸道感

染住院患儿
"$$

例#由患者的病史+

k

线片以及辅助检查等结

果以及原卫生部颁发的-甲型
/EKE

流感诊疗方案及诊断标

准$

"$E$

年版%.

'

;

(中规定的呼吸道感染诊断标准得到确诊)

其中男
E"$

例+女
<$

例#年龄
$

!

E"

岁)按照入院的季节将其

分为两组!冬春两季流行季节儿童组$

E$$

例%和夏秋两季非流

感流行期间儿童组$

E$$

例%)

@FA

!

方法

@FAF@

!

标本采集
!

由专职人员将一次性采样导管经鼻腔插入

=

!

<+G

到达鼻咽部#通过负压诱导吸取
EF$

!

"F$G@

分泌物

置于
E$

!

E!G@

放入微生物转运液的试管中#避免混入唾液

及奶液而影响检出率#标本
">

内送检)

@FAFA

!

标本处理及制片
!

用漩涡混匀器打散黏液#
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作者简介!刘玉兰#女#主管技师#主要从事检验医学工作)
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G*8

离心
E$G*8

#弃去上清液$用于病毒分离鉴定%#留约
E$$

!

E!$

"

@

#吸管吹打混匀#形成混浊细胞悬浮液)将标本点样在

载玻片上$

E!

!

"$

"

@

%#用电吹风机冷风下风干
E$

!

E!G*8

至

干燥#浸没在冷丙酮中固定
E$G*8

#取出晾干)

@FAFB

!

标本反应及观察
!

每个标本分别加
:;

试剂一滴$

"!

"

@

%#必须完全覆盖待测标本)将载玻片放在湿盒中置于
;=

\

培养箱孵育
E!

!

;$G*8

)载玻片用
%&B

冲洗一遍#然后浸

没在
%&B

中洗两遍$

%&B

不能重复使用%)在载玻片中央加一

滴封闭液#盖上盖玻片#在荧光显微镜下观察)

@FAFC

!

结果判断
!

"$$

倍显微镜下每视野找到
%

"

个绿色荧

光细胞即为阳性#否则为阴性)阴性细胞被
?S28N&-45

染成

红色)

@FB

!

统计学处理
!

应用
B%BBE=F$

统计软件进行分析#计数

资料以率表示#组间比较采用
!

" 检验#以
!

$

$F$!

为差异有统

计学意义)

A

!

结
!!

果

AF@

!

甲型流感病毒阳性结果
!

)A6(

标记的病毒特异性抗体

和细胞中相应的抗原结合后#形成抗原抗体复合物#在荧光显

微镜下细胞内呈黄绿色荧光#该细胞称为阳性细胞#见图
E

)

而未发生抗原抗体特异性反应的细胞被
?S28N&-45

染成红

色#见图
"

)

图
E

!!

甲型流感病毒

阳性结果
!!!

图
"

!!

甲型流感病毒

阴性结果
!!!
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!

不同季节两组儿童甲型流感病毒感染情况
!

冬春两季流

感流行期间#

E$$

例儿童检测有
<

例阳性#阳性率为
<]

&在夏

秋两季非流感流行期间
E$$

例儿童检测有
"

例阳性#阳性率为

"]

&两组阳性率比较差异有统计学意义$

!

$

$F$!

%)

B

!

讨
!!

论

在病毒流行季节#根据患儿的年龄和临床表现#不难作出

病毒感染诊断#但特异性病因学诊断对临床预后+传播方式+防

治措施+危重患儿的监护及合理用药十分重要)甲型流感病毒

又称
7

型流感病毒#在动物中广为分布#能造成世界流感大流

行#病毒感染免疫力较弱的儿童时会引起较严重的症状#如肺

炎或是心肺衰竭等'

D.!

(

)血清学检查是目前应用较广泛的感染

性疾病检测方法#用酶联免疫吸附试验$

?@AB7

%检测血清中是

否存在针对呼吸道病毒的特异性抗体#作为呼吸道病毒感染诊

断的依据#但病毒特异性抗体通常在病毒感染一周以后方能在

血液中被检测到#因此难以实现对病毒感染的早期及时诊断)

在甲型流感病毒流行季节#快速+准确检测出该病毒感染能及

时指导临床治疗#为合理选用抗病毒+抗细菌药物提供依据#从

而能避免严重并发症的出现)目前临床甲型流感病毒有多种

方法#但均存在一定的局限性'

#

(

)电镜可检测病毒颗粒#但操

作复杂+昂贵#不适用于临床快速诊断&病毒分离培养被称为

0金标准1#但费时+耗力#标本内病毒数量少时会出现假阴性)

病毒核酸检测应用杂交或
%(Y

技术#通过检测病毒特异性核

酸来发现相关病毒&此法灵敏度高#能进行微量检测#但实验条

件严格#容易出现假阳性或假阴性'

=

(

)本文采用荧光标记的单

克隆抗体对感冒患儿进行甲型流感病毒抗原检测#结果判断以

见到
%

"

个完整细胞内有明亮的黄绿色荧光为阳性#整个实验

到发出报告可以在
;>

内完成#而设备只需要荧光显微镜#在

普通实验室即可开展#有效地保证了快速出具诊断结果#满足

临床对治疗时效性的要求)

在冬春两季流感流行期间#本文所检测的甲型流感病毒感

染患儿阳性率为
<]

#夏秋两季非流感流行期间阳性率为
"]

#

可见不同季节儿童感染甲型流感病毒的情况也有所不同#冬春

两季的感染率高于夏秋两季$

!

$

$F$!

%#说明冬春两季是甲型

流感病毒感染的好发季节'

<.I

(

)该病毒感染患儿时会引起较严

重的症状#早期快速检测病原体能为临床提供病原学资料#及

时对症治疗#缩短病程)运用直接免疫荧光法快速检测甲型流

感病毒抗原是一种经济+高效+快速+特异的检测方法'

E$

(

#能指

导临床快速诊断#合理用药)
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