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"摘要#

!

目的
!

探讨手足口病患者柯萨奇病毒核酸检测的临床应用价值%方法
!

利用实时荧光聚合酶链反应

技术!以
RT%!

(

W.!'

基因组编码区的高度保守区为靶区域!设定特异性引物及荧光探针!通过一步法
S0/ZWS

扩

增对
RT%!S\.

(

W.!'S\.

进行检测%结果
!

在
)"(

份患者标本中!

RT%!/S\.

阳性
!#'

份!

W.!'/S\.

阳性
'

份!其中有
!

例患者既是
RT%!/S\.

咽拭子和肛拭子均阳性又是
W.!'/S\.

咽拭子阳性%而有
)&

例"

(&

份标本$

患者
RT%!/S\.

咽拭子和肛拭子均阳性!

)'

份
RT%!/S\.

单独肛拭子阳性!

!&

份
RT%!/S\.

单独咽拭子阳性%

在
'

份
W.!'/S\.

阳性患者标本中!

)

份为肛拭子阳性!

"

份为咽拭子阳性%结论
!

手足口病患者柯萨奇核酸检测

对重症患者判断预后有重要的指导意义!对指导临床合理制订治疗方案有重要的参考价值!值得推广应用%
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近几年来#玉林市手足口病的暴发流行有着逐年上升的趋

势#并且已经成为当前玉林市儿童急性传染病的重要疾病#防

控工作非常严峻*发病范围由点到面#迅猛增长#患病儿童病

死率也呈逐年增高的发展趋势*由于手足口病的传播途径非

常复杂#病原体种类繁多#且目前没有相应的疫苗可以预防#因

此至今没有较好的预防控制措施/

!/#

0

*手足口病是由多种肠道

病毒感染引起的一种常见传染病#在核酸分型中主要以
RT%!

型和
W.!'

型最多见*多以婴幼儿发病最高#随着疾病的发

展#

!&

!

!(

岁的儿童感染的概率也屡见不鲜#大多数患者发病

症状较轻#以发热和口腔)手)足)臀部等部位的皮疹或疱疹为

主要特征#部分患儿有咳嗽)恶心)呕吐)食欲不振)流涕和头疼

等症状#少数患者可并发严重的心肌炎#无菌性脑膜炎以及肺

水肿等致命性并发症/

)/+

0

*广西医科大学附属南宁市传染病医

院作为南宁市唯一一家综合性三级传染病医院#一直是本市手

足口病的定点治疗医院*为了解
"&!"

年广西医科大学附属南

宁市传染病医院柯萨奇病毒核酸检测的结果及临床应用#现将

检测相关情况报道如下*

$

!

资料与方法

$$$

!

一般资料
!

收集
"&!"

年在本院住院治疗的
"!)

例手足

口病患儿咽拭子和肛拭子共计
)"(

份标本进行核酸检测#患儿

年龄
)

个月至
!&

岁#平均年龄
!

岁零
(

个月#男性多于女性#

本年度感染高发期在
)

!

(

月*感染患儿以散居儿童为主#其

次为幼托儿童#最后为学生*

$$/

!

核酸检测方法
!

利用实时荧光聚合酶链反应$

ZWS

&技

术#以
RT%!

"

W.!'

基因组编码区的高度保守区为靶区域#设

定特异性引物及荧光探针#通过一步法逆转录
ZWS

扩增对

RT%!S\.

"

W.!'S\.

进行检测*

$$/$$

!

标本采集
!

$

!

&咽拭子样本!采集患者发病
#-

内的咽

-

(('"

-

检验医学与临床
"&!+

年
*

月第
!"

卷第
!(

期
!
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拭子样本#用专用采样棉签#适度用力拭抹咽后壁和两侧扁桃

体部位#应避免触及舌部%迅速将棉签放入装有
#

!

+>Q

保存

液$维持液或生理盐水#推荐使用维持液&的采样管中#在靠近

顶端处折断棉签杆#旋紧管盖并密封#以防干燥*$

"

&肛拭子样

本!采集患者发病
%-

内的肛拭子样本#采样方法同咽拭子*

$

#

&疱疹液!可同时采集多个疱疹作为
!

份样本*先用
%+,

乙

醇对疱疹周围的皮肤进行消毒#然后用消毒针将疱疹挑破用棉

签蘸取疱疹液#迅速将棉签放入内装有
#

!

+>Q

保存液$维持

液或生理盐水#推荐使用维持液&的采样管中#在靠近顶端处折

断棉签杆#旋紧管盖并密封*$

)

&标本保存和运送!标本可立即

用于测试#也可保存于
_)&g

待测#保存期为
)

个月*长期保

存#请置于
_%&g

*标本运送时应采用
&g

冰壶*

$$/$/

!

样本处理及
S\.

提取
!

$

!

&拭子样本强烈振荡
!

><3

#取
!&&

%

Q

$待测样本不足
!&&

%

Q

时请补加适量生理盐水

重悬&#放置于
!$+>Q

灭菌离心管#加入
"&&

%

Q05<F1=

试剂及

!&&

%

Q

氯仿#用振荡器强力振荡
"&6

后静置
# ><3

#然后

!"&&&5

"

><3

离心
"><3

*$

"

&小心取出无色上层液体$注意不

可触及中间絮状层&#转移至新灭菌的
!$+>Q

离心管#然后加

入
!&

%

QS\.

提取液
.

$充分混匀后吸取&#再用振荡器充分

混匀#

(&&&5

"

><3

离心
!><3

后#小心弃去所有液体*$

#

&加入

溶液
W

$确认已加入无水乙醇&

)&&

%

Q

#充分振荡混匀#

(&&&5

"

><3

离心
!><3

#尽可能将液体去除干净$避免触及沉淀颗粒&*

$

)

&将装有沉淀的离心管摆在通风橱中风干
!+><3

$也可使用

开放式加热器于
'&g

干燥
+><3

#需防止样本交叉污染&#然

后加入
#&

%

QMRZWH

"

X

#吸打混匀管中沉淀#得到白色的悬

浊液#可直接用于检测#也可存于
_%&g

待用*

$$/$'

!

注意事项
!

ZWS

荧光定量检测法比较容易受污染#所

以试验过程中应尽量避免反复开盖#所用耗材均需高压灭菌%

S\.

提取步骤建议冰上操作%吸取血清"血浆时注意勿带入红

细胞%试剂使用前要完全解冻#但应避免反复冻融%

S\.

提取

液
.

必须充分混匀后吸取#

S\.

提取液
O

需溶解混匀后使

用%逆转录成
;M\.

后#需马上进行下一步试验#否则请转移

上清至灭菌
RZ

管#保存于
_"&g

待用%试验完毕应用有效氯

浓度为
!&&&>

E

"

Q

的健之素消毒液擦拭桌面#打开紫外线灯

消毒
#&><3

以上*

$$'

!

统计学处理
!

采用
[Z[[!%$&

版统计软件进行统计分

析#计数单位采用
#

" 检验进行分析#计量单位采用
9

检验进行

分析#用
JeB

表示#以
K

$

&$&+

表示差异具有统计学意义*

/

!

结
!!

果

在
)"(

份患者标本中#

RT%!/S\.

阳性
!#'

份#

W.!'/

S\.

阳性
'

份#其中有
!

例患者既是
RT%!/S\.

咽拭子和肛

拭子均阳性又是
W.!'/S\.

咽拭子阳性*而有
)&

例$

(&

份标

本&患者
RT%!/S\.

咽拭子和肛拭子均阳性#

)'

份
RT%!/

S\.

单独肛拭子阳性#

!&

份
RT%!/S\.

单独咽拭子阳性*

在
'

份
W.!'/S\.

阳性患者标本中#

)

份为肛拭子阳性#

"

份

为咽拭子阳性*在
"!)

例患者中有
'

例由于病情严重送入

UWL

进行治疗#有
#

例患者
RT%!/S\.

咽拭子和肛拭子均阳

性并有
!

例包含了
W.!'/S\.

咽拭子阳性*此
#

例患者由于

转入
UWL

后病情继续加重#医治无效病死#其余单纯
!

份标本

RT%!/S\.

阳性患者病情好转救治成功*

'

!

讨
!!

论

由柯萨奇病毒引起的手足口病是一种风险较高的传染病#

其预防控制措施多以控制传染源为主#切断传播途径并进行广

泛深入的手足口病防治健康教育#提高广大群众的自我保护意

识/

'

0

*当前本地区手足口病的防控工作主要还是切断传播途

径)保护易感人群*在以往经验和防控措施的基础上#进一步

完善各项防控措施#坚持不懈抓落实*加大传染源归口管理#

严格按照规定隔离患者和疑似患者#减少接触传播#减少第
"

代患者发生%加强区域小学及托幼机构的管理#坚持晨检和消

毒工作#发现可疑病患需及时报告并隔离%加强手足口病的防

治宣教工作#将防控措施及方法传达给每位儿童家长%做好调

查研究及科研工作#寻求更好的防控方法*

柯萨奇病毒作为一种单股正链小
S\.

病毒#其基因长度

为
%$)P:

#碱基对$

`bW

&的浓度大约为
)%,

*两端为保守的

非编码区#中间为编码区/

%

0

*

+J

端以共价键结合
!

个小分子蛋

白质
T

@E

$约
%̂ !&

#

&#其作用与病毒
S\.

的合成和基因的组

装配有关%

#J

端则带有
@

1=

B

.

尾*编码区编码的病毒结构蛋白

TZ!

!

TZ)

与
W1CT

)

RT%!

一样#

TZ!

)

TZ"

和
TZ#

均暴露在

病毒衣壳的表面#具有中和抗原位点%

TZ)

位于衣壳内部#病

毒
TZ!

一旦与受体结合后#

TZ)

即被释出#衣壳松动#病毒基

因组脱壳穿入/

(

0

*

+J

非编码区没有多聚嘧啶区和多聚
W

区*

柯萨奇病毒在气候变暖的季节里#容易污染环境#适合生存在

湿)热的环境下并疯狂地传播%病毒比较耐热#失活温度在

+&g

以上#在
)g

下可存活
!

年以上#而在
_"&g

下可长期保

存#因此#在常规环境下可长期存活/

*

0

*柯萨奇病毒存在核苷

酸多态性或毒力位点的变异性*免疫功能不全的婴幼儿易感

染#只要接触被病毒污染的外环境#就有可能被感染/

!&

0

*由于

婴幼儿皮肤肤质较嫩#暴露部位较多#防护能力差#病原极易侵

入机体而感染*

本研究结果显示#手足口病患者柯萨奇病毒核酸检测结果

发现基因型
RT%!/S\.

感染率较高#而
W.!'/S\.

感染率较

低#但从病情发展情况看#

W.!'/S\.

感染的严重程度较高#

很难进行救治#往往病情加重并发心肌炎而病死*另外#

RT%!/S\.

咽拭子和肛拭子同时阳性的患者#其病情也较单

一标本阳性者严重#更难医治#病死的危险率增高*由此可见#

可疑手足口病患者#入院后及时进行柯萨奇病毒核酸检测#了

解核酸的多态性和变异性#更有利于病患的救治*

综上所述#手足口病患者柯萨奇核酸检测在临床上具有重

要的临床意义#对重症患者而言#病原学的诊断对判断预后和

指导临床合理制订治疗方案有重要的参考价值#值得推广

应用*
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化#因此阿奇霉素的
YUW6

更易受到
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值的影响*由于
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值降低导致了
YUW

的显著增加#耐药表型也随之增加*在酸

性环境中#所有细菌显示出耐药表型*其可能的作用机制为在

酸性
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值条件下大环内酯类药物抗菌活性丢失*研究发现#

大环内酯类抗菌药物不仅可通过
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位上的氨基去氧糖与
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靶点结合#其
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氨基甲酸酯侧链还能与第
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靶

点
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结合#且结合力更强#从而发挥抗耐药菌活性/
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细菌产生耐药性#那么也可能诱导呼吸道感染患者体内细菌的
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#大环内酯类
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值对大环内酯类药物

抗金黄色葡萄球菌和化脓性链球菌活性影响较大#所以体外药
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