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直接免疫荧光法检测儿童呼吸道病毒抗原的结果分析
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摘
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要"目的
!

评价直接免疫荧光法对儿童呼吸道病毒抗原的诊断价值!并探讨儿童呼吸道病毒的流行特征$方法
!

用直接

免疫荧光法检测
#"<"

例住院儿童呼吸道分泌物中呼吸道合胞病毒"

YBX

#!流感病毒
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#!流感病毒
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#!副流感
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E
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#!副流感病毒
"
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%AX"

#!副流感病毒
;

型"

%AX;

#和腺病毒"

7:X

#

=

种呼吸道病毒$结果
!

#"<"

例标本中病毒

阳性检出
<;!

例!总阳性率
E;F"I]

&其中
YBX

最高!阳性率
<F<;]

&其次是
%AX;

!阳性率
"F<$]

&冬季发病较高!夏季最少$

$

!

#

个月的幼儿发病率较高$结论
!

直接免疫荧光法简单'快速!可用于儿童呼吸道病毒感染的早期诊断$

关键词"呼吸道感染&
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呼吸道病毒感染是常见感染性疾病#目前证明大部分是由

病毒感染引起#呼吸道病毒感染以空气或飞沫形式传播)病毒

种类繁多#症状相似#临床上很难鉴别'

E

(

#因此快速鉴别呼吸道

病毒抗原对儿童呼吸道感染的早期诊断+治疗和预后有十分重

要的意义)
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资料与方法

@F@

!

一般资料
!

选择
"$ED

年
E

!

E"

月在湖北省妇幼保健院

儿科住院的呼吸道感染患儿共
#"<"

例#其中男
;D!E

例+女

"<;E

例#年龄
$

!
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岁)春季
E#!E

例#夏季
E"<I

例#秋季

E!DD

例#冬季
E=I<

例)

$
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个月
E;D"
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个月至
E

岁

E#"E

例#

'

E

!

;

岁
E<!"

例#

'

;

岁
ED#=

例)

@FA

!

仪器与试剂
!

荧光显微镜由日本
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公司生产#检

测试剂盒由美国的
:*2
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公司生产)
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!

方法

@FBF@

!

标本采集
!

使用无菌的
<

%

婴儿输液软管收集鼻咽抽

吸液#该软管与一次性的抽吸液采集管和抽液装置相连接#在

患者处于仰卧体位时#将
E

!

"G@

生理盐水注入患者鼻腔然

后吸出)抽吸液和灌洗液应用等体积的运输培养基在装有无

菌玻璃珠的离心管中稀释)
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!

细胞涂片制备
!

剧烈漩涡标本
E$

!

E!N
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离心
!

!

E$G*8

#收集上清液并将其另置#用于病毒分

离#加入
!G@

的
E[%&B

#剧烈涡旋
E$
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离心
!
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#并弃去上清液#重复数次#将沉淀加入
$F!

!

E

G@

的
E[%&B

液#剧烈涡旋
E!N

后在
<

孔的玻片上每孔分别

加入
"!

"

@

标本悬浮液#将这些孔完全风干#冷丙酮固定)
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!

直接标本检测
!

分别加一滴各种呼吸道病毒的荧光试

剂于
<

孔对应的孔中#留一孔作为阴性#对于呼吸道抗原对照

玻片分别加入一滴各种呼吸道病毒的荧光试剂于已标示的对

应孔中#一起进行直接免疫荧光检测)
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!

原理
!

采用荧光素直接标记的针对呼吸道病毒的特异性

单克隆抗体#对呼吸道病毒进行快速检测和鉴定)该试剂盒包

括
E

瓶呼吸道病毒荧光试剂#含有
)A6(

标记的分别针对呼吸

道合胞病毒$

YBX

%+腺病毒$

7:X

%+副流感病毒
E

!

;

型$

%AX

E

+

"

+

;

%+流感病毒
7

型$

)@h7

%+流感病毒
&

型$

)@h&

%的单

克隆抗体混合物)另有分别含有针对相应病毒的单克隆抗体#

该试剂盒可直接对标本或细胞进行检测)用于检测的细胞来

自于临床标本#用丙酮固定载体上#呼吸道病毒荧光试剂被加

于其上以检测是否有呼吸道病毒抗原存在)在
;!

!

;=\

孵育

后#用洗涤液进行洗涤#然后加上封固液#用盖玻片覆于其上)

最后用荧光显微镜进行观察)病毒感染的细胞被染上绿色荧

光#未感染上的细胞无荧光但会染上红色)如标本中有感染的

细胞#则进一步用各种针对不同病毒的荧光试剂进行检测#以

鉴定其感染的病毒种类)如果直接对标本检测未发现荧光标

记的细胞并且所有细胞都被染成红色#将标本进行细胞培养并

用呼吸道病毒荧光试剂复检)如果观察到阳性结果#再按照上

述步骤进行鉴定检测#将细胞用丙酮固定于载体上#分别将各

种针对不同病毒的荧光试剂加于其上#在
;!

!

;=\

孵育后#用

洗涤液进行洗涤)然后加一滴封固液#用盖玻片覆于其上#最

后用荧光显微镜进行观察)病毒感染的细胞被染上绿色荧光#

这样可以确定待检的呼吸道病毒的种类)
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统计学处理
!

采用
B%BBE;F$

统计软件进行数据处理#

计数资料以率表示#组间比较采用
!

" 检验#以
!
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为差异

有统计学意义)

A

!

结
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病毒检出率
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例患儿中检出呼吸道病毒感染
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%)不同季节各类病原体检

出率比较见表
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%+秋季发病$
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%#夏季发病最少$
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春季增高#夏+秋季降低)
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!

$

!

#

个月发病率最

高$

"$F<#]

%#其次
'

E

!

;

岁$

EDF#;]

%和
'

#

个月至
E

岁

$

E;F!E]

%#

'

;

岁的最低$

DFD;]

%)见表
"

)

*

E;;"

*

国际检验医学杂志
"$E#

年
<

月第
;=

卷第
E#

期
!

A89W@2R'5O

!

74

L

4N9"$E#

!

X,-F;=

!

K,FE#



表
E

!!

不同季节各类儿童呼吸道病毒检测率(
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急性呼吸道病毒感染是导致发展中国家儿童住院及死亡

的常见疾病#

YBX

+

)@h7

+

)@h&

+

%AXE

+

%AX"

+

%AX;

+

7:X

感

染是多发急性呼吸道感染的常见原因'

"

(

)在诊断是否有细菌

引起的呼吸道感染中#病毒检测变得越来越重要#采用荧光标

记的单克隆抗体对直接抗原标本进行检测是病毒实验室的标

准检测方法)呼吸道感染常为季节性的#流感病毒典型的流行

期为冬季和春季#

7:X

常发于晚冬至早夏#

YBX

好发于早春

和冬季#

%AX

则在全年都有可能发生)因此进行早期快速的呼

吸道病毒检测十分重要)有研究证明呼吸道病毒抗原检测阳

性结果的患者接受抗菌药物治疗的时间明显缩短#这样既可以

减少抗菌药物的使用#又使住院时间缩短'

;.D

(

)

目前诊断呼吸道病毒感染的方法较多)传统方法为电镜

检测病毒颗粒#但阳性率低#诊断时间较长#且电镜难以在临床

实验室普及&病毒分离培养过去常作为0金标准1#但费时+费

力+要求高#很难常规普及&碱性磷酸酶抗碱性磷酸酶$

7%.

%77%

%侨联酶标法#操作步骤繁杂易出现非特异性着色#阳性

结果难以判断&血清学方法由于特异性抗体产生慢+滴度低)

分子检测是呼吸道病毒检测的新标准#分子方法$如
%(Y

技

术%的灵敏度比组织培养方法高
E"]

!

;$]

#但
%(Y

技术实

验要求高#易污染'

!

(

)寻求一种快速+简便的检测方法对儿童

呼吸道感染的早期诊断有重要的意义)因此本研究用直接免

疫荧光法检测儿童呼吸道病毒抗原#结果显示#病毒检出
<;!

例#总阳性率
E;F"I]

#检出率低于国内外大多数地区#如广州

#IF=]

'

#

(

#常州
"!FI;]

'

=

(

#厦门
D"F!]

'

<

(

#可能本院是妇幼保

健院病例较多的原因)其中
YBX

最高占总阳性
<F<]

#

YBX

是武汉地区的重要病原体#与国内外相关报道一致)

YBX

是

儿童下呼吸道感染最常见的病毒体#婴幼儿最高#通常在冬春

季节流行'

I

(

)其次是
%AX;

占总阳性数的
"F<]

#

7:X

却不是

武汉地区的主要感染原因)冬季发病较高#

YBX

检出
"<D

例

$

E!F=I]

%最高#其次为
)@h7

检出
D$

例$

"F"D]

%&夏季
YBX

检出
EE

例$

$F<!]

%最少#

%AX;

检出
=D

例$

!F=D]

%最高)武

汉地区冬季阴冷#早晚温差大#是儿童呼吸道病毒感染的高发

季节#

$

!

#

个月的幼儿发病率较高#婴幼儿检测率高可能与婴

幼儿期细胞免疫功能尚未完成#气道分泌物中缺少分泌型免疫

球蛋白
7

$

BA

L

7

%有关#且血清中母体抗体降低#而自身产生的

A

L

Z

水平不高有关'

E$

(

)这个阶段的幼儿免疫系统较弱#呼吸

道黏膜还没有发育健全#较易发生感染)因此本研究用直接免

疫荧光检测儿童呼吸道病毒抗原#方法简便+快速#为保证质

量#在每次染色时#都同时需对一片未使用过的呼吸道病毒抗

原对照玻璃片进行染色#以保证结果的可靠性)该方法准确可

靠#值得推广#对儿童呼吸道感染用药具有指导作用#同时能监

督并预测可能传播的病毒亚型#以指导疫苗的生产)
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吸道病毒抗原的临床应用'
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#

"=

$

=

%!

<#<.<=$F

'

#

( 朱美华#周志刚#温红艳#等
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染流行情况及混合感染调查'
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中国医药指南#
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ED=.ED<F
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( 周长江
F

呼吸道合胞病毒感染流行病学研究'

W

(

F

实用儿

科临床杂志#

"$$"

#

E=

$

D

%!

D"!.D"#F

'

E$

(王莉佳#刘恩梅#赵晓东
F

重庆医科大学儿童医院急性呼

吸道感染住院患儿病毒病原学分析'

W

(

F

中国实用儿科杂

志#
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#
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!临床研究!

碳青霉烯类非敏感肠杆菌的耐药性与基因型研究

杜任生!庾永基!肖伟明

"广州市花都区第二人民医院检验科
!

!E$<!$

#

!!

摘
!

要"目的
!

研究碳青霉烯类非敏感肠杆菌的耐药性与基因型$方法
!

自
"$E;

年
#

月至
"$ED

年
#

月采集碳青霉烯类非

敏感肠杆菌共计
EE$

株!选用
C.&

纸片分析细菌对药物有无敏感性!采用改良后的
/,O

L

5

试验分析碳青霉烯细菌在临床上的使

用反应$测试菌株耐药基因对
&@7B6

对比"局部序列比对#与
%(Y

'

:K7

进行分析测试$结果
!

测试出替加环素中介
EE

株和

耐药
D

株"黏质沙雷菌'产气肠杆菌
"

株#$

EE$

株碳青霉烯类非敏感肠杆菌对头孢噻肟和阿莫西林%克拉维酸耐药率最高!头孢

他啶'四环素'复方磺胺甲唑'亚胺培南'厄他培南'环丙沙星'氨曲南等耐药率均为
#DFI]

!

<<FD]

&而妥布霉素'阿米卡星'呋

喃妥因'头孢吡肟耐药率较低!为
E#F#]

!

D$FE]

&敏感率增高的为替加环素'米诺环素!分别为
<"F$]

和
<#F#]

$研究发现
EE$

株碳青霉烯类非敏感肠杆菌当中!检测出
R-2B/X.E"

'

R-2(6k.'.E!

'

?B&@N

'

R-2(6k.'.;;

等基因$在
EE$

株碳青霉烯细菌当中

还检测出
E

株黏质沙雷菌!基因型号为
R-2C%(."

&改良后的
/,O

L

5

试验
==

株阳性!检出率为
=$]

$

;#

株"

;"F=]

#

?B&@N

呈阳

性!

!

株阴沟肠杆菌"

R-2A'%."#

#与
E

株产气肠杆菌"

R-2XA'."

#基因'

;E

株大肠埃希菌$结论
!

碳青霉烯肠杆菌的基因型主要有

R-2C%(."

基因'

R-2A'%."#

基因'

R-2XA'."

基因$药敏结果显示碳青霉烯类肠杆菌科细菌对米诺环素和替加环素敏感率增高!临

床用药时可根据患者病情进行合理选择!以达到控制感染的效果$

关键词"碳青霉烯类抗菌药物&

!

耐药性&

!

基因型&

!

肠杆菌

!"#

!

E$F;I#I

"

M

F*NN8FE#=;.DE;$F"$E#FE#F$!D

文献标识码"

7

文章编号"

E#=;.DE;$

"

"$E#

#

E#.";;;.$"

!!

近几年随着科技不断发展#临床上应用广谱
'

.

内酰胺酶与

7G

1

(

酶的肠杆菌科细菌越来越广泛#对广谱
'

.

内酰胺酶使

用率也是不断增加)由于临床上经常使用碳青霉烯类抗菌药

物进行抗菌治疗#随着时间推移#造成临床使用抗感染药物的

困难逐年上升)目前)碳青霉烯类肠杆菌被国内外学者广泛

关注'

E.D

(

)为进一步研究碳青霉烯类肠杆菌基因型情况#采集

本院感染菌株
EE$

株#分析碳青霉烯类肠杆菌抗耐药性与基

因型)

@

!

材料与方法

@F@

!

菌株
!

自
"$E;

年
#

月至
"$ED

年
#

月收集本院临床标本

当中分离的碳青霉烯类非敏感肠杆菌共
EE$

株#其中黏质沙雷

菌
E$

株+布氏柠檬酸杆菌
E

株+阴沟肠杆菌
"$

株+大肠埃希菌

#"

株+气肠杆菌
ED

株+奇异变形杆菌
E

株+摩根摩根菌
"

株#

实验过程中亚胺培南与厄他培南只要出现上述两种或两种以

上细菌耐药即为非敏感菌株)产
A'%.D

型酶+

C%(."

型酶肺

炎克雷伯菌+

6?'.!

型+肺炎克雷伯菌
76((=$$#$;

酶肺炎克

雷伯菌+

A'A.E

型酶阴沟肠杆菌+

B/X.;

型酶)

@FA

!

试剂与仪器
!

血琼脂平板+

'./

肉汤+血液增菌培养基+

'./

琼脂均为杭州天微生物公司生产)

%(Y

检测试剂盒为北

京天根公司生产)阿米卡星+环丙沙星+头孢西丁+头孢噻肟+

头孢他啶"克拉维酸+阿莫西林"克拉维酸+妥布霉素+四环素+

头孢噻肟"克拉+维酸头孢他啶+氨曲南+亚胺培南+米诺环素+

药敏纸片头孢吡肟+呋喃妥因+替加环素+复方磺胺甲唑#以

上产品均为上海生工公司生产)本次使用的
XA6?C.;;

全自

动微生物分析仪为
B%E$$$%(Y

扩增仪#

628,8E#$$

凝胶成像

系统以及
:̀ .̀

*

电泳仪)三羟甲基氨基甲烷$

6Q*N

%+溴化乙

锭和琼脂糖+乙二胺四乙酸$

?:67

%使用试剂盒均由上海天能

公司生产)

@FB

!

方法

@FBF@

!

鉴定细菌及药敏试验
!

本次采用菌株经
XA6?C.;"

全

自动微生物分析仪进行鉴定#根据美国临床和实验室标准化协

会$

(@BA

%使用
C.&

纸片检测菌株的药物敏感性'

!

(

)

@FBFA

!

检测碳青霉烯
!

本次检测
C%(."

型酶肺炎克雷伯菌

显示为阳性对照株#按照
Z@BA

标准进行改良的
/,O

L

5

试验)

@FBFB

!

扩增产物测序及
:K7

序列分析
!

本文的扩增引物根

据文献'

#.<

(设计#委托上海生工公司合成)本次检测
%(Y

扩

增产物使用
7&A.%YAB';=;$

仪器进行测试#对检测出的
Z58.

&28U

与
&@7B6

数据进行分析#试剂使用配套试剂#操作过程

完全按照仪器和试剂的说明书进行)

@FBFC

!

?B&@N

检测
!

使用
"$E;

年版
(@BA

推荐的纸片法表

型确证试验'

!

(

)

A

!

结
!!

果

AF@

!

药敏试验结果
!

实验数据显示#本次测试出替加环素中

介
EE

株和耐药
D

株$黏质沙雷菌+产气肠杆菌
"

株%)本次试

验耐药率为
I;FI]

#显示
EE$

株碳青霉烯类非敏感肠杆菌对

与头孢噻肟和阿莫西林"克拉维酸耐药率最高#头孢他啶+四环

素+复方磺胺甲唑+亚胺培南+厄他培南+环丙沙星+氨曲南等

耐药率均为
#DFI]

!

<<FD]

&而妥布霉素+阿米卡星+呋喃妥

因+头孢吡肟耐药率较低#为
E#F#]

!

D$FE]

&敏感率增高的

为替加环素+米诺环素#分别为
<"F$]

和
<#F#]

)

AFA

!

?B&@N

与
'/6

检测结果
!

本次从
EE$

株碳青霉烯类非

敏感肠杆菌细菌当中测出产碳青霉烯酶细菌
==

株$

=$]
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*
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