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探讨细菌培养联合靶序列富集多重聚合酶链反应"

DEA/a*4

#在肺炎患儿病原检测中的价值$方法
!

选取
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年
&U&.

月该院住院肺炎患儿
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例!收集深部呼吸道引物进行细菌培养!采用
DEA/a*4

检测常见病原菌的特异性
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结果
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例患儿中
)(

例患儿标本培养呈阳性!阳性率为
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株病原菌!病原菌检出率为
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#!病原菌检出率为
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#$细菌培养联合
DEA/a*4

检测的病原

菌检出率为
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#!明显高于细菌培养和
DEA/a*4

的检出率"
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#'其中!流感嗜血杆菌%肺炎链球菌%大肠杆

菌%金黄色葡萄球菌%铜绿假单胞菌及鲍曼不动杆菌的检出率依次为
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细菌培养联合
DEA/a*4

检测能够提高住院肺炎患儿的

病原菌检出率!提高临床细菌病原学评估价值$

关键词"肺炎'
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聚合酶链反应'
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小儿肺炎是儿童时期常见的呼吸系统感染性疾病#是导致

我国
9

岁以下儿童死亡的主要原因之一*儿童多因细菌感染

诱发#少数患儿可由病毒'衣原体及支原体感染所致*抗菌药

物是目前临床治疗小儿肺炎的主要手段#早期准确诊断并明确

细菌病原构成具有重要的意义*细菌培养是临床诊断感染性

疾病的-金标准.#但常规细菌培养耗时较长#往往需要
.!

左

右#且对于流感嗜血杆菌$

b-$e

%'肺炎链球菌$

,a$

%等部分病

原菌的细菌培养要求较高#检出难度较大(

&

)

*聚合酶链反应

$

a*4

%是一种通过放大扩增特定
#$%

片段而进行检测的分子

生物学技术#对于病原学分析具有重要的意义*近年来#靶序列

富集多重聚合酶链反应$

DEA/a*4

%技术逐渐应用于呼吸系统感

染性疾病病原菌的检测#能够明确诊断和鉴别病原菌#为临床早

期治疗提供参考(

.

)

*本研究对
&1&

例住院肺炎患儿应用细菌培

养联合
DEA/a*4

技术检测肺炎患儿病原分布#旨在评估两种方

法联合应用检测肺炎病原分布的价值#现报道如下*
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资料与方法

$@$

!

一般资料
!

选取
.'&9

年
&U&.

月本院住院肺炎患儿

&1&

例#均符合/社区获得性肺炎诊断和治疗指南0

(

(

)中的临床

诊断标准#研究获得患儿家长的同意#并且签署了书面知情同

意书*研究对象中男
C(

例#女
1)

例&年龄
&

月至
&'

岁#平均

$

9@19V&@'.

%岁&病程
&

"

.9!

#平均$

.@C)V&@B2

%

!

&治疗情

况!

C

例尚未接受任何药物治疗#

&(.

例已经接受
&!

以上抗菌

药物治疗#其中#

)B

例接受第二代或第三代
)

/

内酰胺类药物治

疗#

.9

例接受青霉素类药物治疗#

1B

例接受大环内酯类药物治

疗#部分患儿接受两种药物联合治疗方案*

$@/

!

方法

$@/@$

!

细菌培养
!

患儿入院
1)I

内#晨取呼吸道深部痰液置

于无菌容器中保存并立即送检*标本接种于普通培养基'

,a$

及
b-$e

选择性培养基中#然后置于温度
(2[

'

*5

.

浓度为

9̀

"

&'̀

条件下进行培养#培养时间
.1I

*

b-$e

检测!采集

透明或半透明的可疑菌落进行革兰染色#并予以
2

'

3

因子检

测和鉴定*采集可疑菌落置于
6/b

培养基上进行卫星试验#

并在
6/b

培养基上分别粘贴
2

c

3

'

2

及
3

因子纸片#如仅

2

c

3

因子纸片周围有菌落生长#其余纸片周围无菌落生长#

+

B'9(

+

检验医学与临床
.'&2

年
&.

月第
&1

卷第
.(

期
!
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!
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则确认为
b-$e

生长*其余病原菌均将其分为单个菌落#然后

应用
W-D0\/(.

型全自动微生物鉴定仪实施细菌鉴定#操作按

照实验室规程及相关试剂说明书进行*

$@/@/

!

DEA/a*4

检测
!

将采集到的深部呼吸道引物进行解

冻处理#应用基因组试剂盒$美国
%Y

M

SEK,7HEK<HJH7

公司%进

行细菌
#$%

提取#操作严格按照试剂说明书执行*细菌
#$%

应用
a*4

试剂盒$德国
iH>

O

EK

公司%进行
a*4

扩增处理#设

计
&1

种细菌的
a*4

特异性引物#包括
b-$e

的靶基因

5A

?

a.

'

,a$

的靶基因
+

M

<%

'大肠杆菌$

0*5

%的靶基因
0>7

'

肺炎克雷伯菌$

\a$

%的靶基因
\IE

'金黄色葡萄球菌$

,%

%靶

基因
$N7

'鲍曼不动杆菌$

%:6

%的靶基因
$

?

;&

'铜绿假单胞

菌$

a%

%的靶基因
%G

O

#

'阴沟肠杆菌$

0*+

%的靶基因
%A

?

*

'

嗜肺军团菌$

+a$

%的靶基因
6H

?

'奇异变形杆菌$

a6

%的靶基

因
D;

?

;H";

'脑膜炎奈瑟氏菌$

$6S

%的靶基因
7<=%

'化脓链球

菌$

,af

%的靶基因
6J

'粪肠球菌$

0e+,

%的靶基因
#!G

'屎肠球

菌$

0e*6

%的靶基因
#!G

*特异性与超级引物试剂盒为
4E"/

aGEY

$

及
b%-

$

$美国
SEK>7;

公司%*

DEA/a*4

反应条件如

下*$

&

%能量循环!预变性条件为
C9[

下
&9AHK

#变性条件为

C1[

下
('"

#退火条件为
9.[

下
&AHK

#延伸条件为
2.[

下
&

AHK

#连续
&9

个循环*$

.

%第二循环!

C1 [

下
&9"

#

2' [

下
&

AHK

#

B

个循环*$

(

%第三循环!

C1[

下
&9"

#

9.[

下
&9"

#

2.[

下
&9"

&

('

个循环*$

1

%最后延伸!

2.[

下
(AHK

*$

9

%贮存!

1[

下
9'AHK

*采用悬浮阵列法进行
a*4

产物
#$%

水平测

定#

a*4

产物严格按照
4E"aGEY

$

及
b%-

$

试剂盒说明书执

行*杂交产物均应用多功能悬浮阵列检测平台$美国
+NAHKEY

公司生产%*以荧光强度中位值$

6e-

%大于
.9'

或者超过平均

阴性结果值
c9_

标准差判定为阳性*

$@'

!

统计学处理
!

研究数据应用
,a,,&)@'

统计学软件进行

分析#计数资料以百分数表示#组间比较采用
!

. 检验#以
!

'

'@'9

为差异有统计学意义*

/

!

结
!!

果

/@$

!

细菌培养结果
!

&1&

例患儿的深部呼吸道标本经细菌培

养#

92

例细菌培养呈阴性#

)(

例标本培养呈阳性#阳性率为

9)@)2̀

$

)(

"

&1&

%&共分离出
)9

株病原菌#包括
&)

株
b-$e

#

&1

株
0*5

#

C

株
\a$

#

2

株
,%

#

9

株
,a$

#

.

株
a%

#

.

株
%:6

#

.

株
0*+

#

.B

株其他$

&1

株粘质沙雷菌#

&'

株副流感嗜血杆菌#

.

株表皮葡萄球菌%*

/@/

!

DEA/a*4

检测结果
!

&1&

例患儿经
DEA/a*4

扩增检

测#

)1

例标本呈阴性#

92

例呈阳性#阳性率为
1'@1(̀

$

92

"

&1&

%&共检出
2&

株病原菌#病原菌检出率为
9'@(9̀

$

2&

"

&1&

%#包括
('

株
b-$e

#

.2

株
,a$

#

)

株
%:6

#

(

株
a%

#

(

株

,%

*

/@'

!
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种细菌的培养结果与
DEA/a*4

检测结果比较
!

细菌

培养与
DEA/a*4

对于
,a$

'

b-$e

'

%:6

'

,%

'

a%

的测定结果

比较见表
&

*以细菌培养为标准#评价
DEA/a*4

的检出效能

见表
.

*

表
&

!!

9

种细菌的培养结果与
DEA/a*4

检测结果比较#

* &̂1&

'

*

%

DEA/a*4

细菌培养
,a$

阳性 阴性

细菌培养
b-$e

阳性 阴性

细菌培养
,%

阳性 阴性

细菌培养
%:6

阳性 阴性

细菌培养
a%

阳性 阴性

阳性
9 .. ) .. & . & 2 & .

阴性
' &&1 &' &'& B &(. & &(. & &(2

表
.

!!

DEA/a*4

的病原菌检出效能#

`

%

指标
,a$ b-$e ,% %:6 a%

灵敏度
&''@'' 11@11 &1@.C 9'@'' 9'@''

特异度
)(@). ).@&& C)@9& C1@CB C)@9B

符合率
)1@1' 22@(' C1@(( C1@(( C2@)2

表
(

!!

两种方法单独应用及联合使用对
&1

种病原菌

!!!

的检出率比较(

* &̂1&

'

*

#

`

%)

病原菌类型 细菌培养
DEA/a*4

细菌培养
cDEA/a*4

b-$e &)

$

&.@22

%

('

$

.&@.)

%

"

1'

$

.)@(2

%

"

,a$ 9

$

(@99

%

.2

$

&C@&9

%

"

.2

$

&C@&9

%

"

0*5 &.

$

)@9&

%

'

$

'@''

%

&.

$

)@9&

%

\a$ C

$

B@()

%

'

$

'@''

%

C

$

B@()

%

,% 2

$

1@CB

%

(

$

.@&(

%

)

$

9@B2

%

%:6 .

$

&@1.

%

)

$

9@B2

%

)

$

9@B2

%

a% .

$

&@1.

%

(

$

.@&(

%

1

$

.@)1

%

0*+ .

$

&@1.

%

'

$

'@''

%

.

$

&@1.

%

+a$ '

$

'@''

%

'

$

'@''

%

'

$

'@''

%

a6 '

$

'@''

%

'

$

'@''

%

'

$

'@''

%

$6S '

$

'@''

%

'

$

'@''

%

'

$

'@''

%

,af '

$

'@''

%

'

$

'@''

%

'
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注!与细菌培养比较#

"

!

'

'@'9

/@1

!

两种方法单用及联合应用对
&1

种病原菌的检出率比较

!

细菌培养联合
DEA/a*4

检测的病原菌检出率为
2)@'&̀

$

&&'

"

&1&

%#联合检测的病原菌检出率明显高于单独检测$

!

'

'@'9

%#主要表现为
b-$e

'

,a$

'

0*5

'

,%

'

%:6

'

a%

的检出率

提高#见表
(

*

'

!

讨
!!

论

!!

小儿肺炎是儿科临床中较为常见的呼吸系统疾病之一#主

要表现为气促'咳嗽及咳痰等#如未获得及时'准确的诊断和治

疗可能导致病情进展#引起败血症'脓毒血症甚至呼吸衰竭等#

威胁患儿的生命健康*因此#及时'准确地对肺炎病原菌分布

进行分析对于指导临床合理用药治疗具有重要的意义*

目前#临床对于呼吸系统感染病原菌的检测方法较多#主

要有血清抗原检测'抗体检测'细菌培养及
a*4

检测*其中#

细菌培养仍是病原学诊断呼吸系统感染的-金标准.#也是当前

临床应用最为广泛的诊断方法之一*但细菌培养法时间较长#

对于临床早期用药治疗的指示作用不强*细菌培养阳性率容

易受到抗菌药物使用情况'标本采集'处理'运输'保存及培养

等条件的影响*此外#

,a$

及
b-$e

的细菌培养条件特殊#检

出率并不高(

1/9

)

*本研究中#细菌培养对
b-$e

和
,a$

的检出

率仅为
&.@22̀

和
(@99̀

*近年来#随着分子生物学技术的发

展#

a*4

技术在感染性疾病的病原学分析中获得了广泛应用*

a*4

是一种针对细菌特异性
#$%

而开展检测的技术#通过高

温变性处理'低温退火处理#以及适温延伸处理等周期性循环

而实现目标
#$%

的迅速扩增(

B

)

*该技术检测耗时较短'操作

简便'特异性强并且灵敏度高#且能够直接对采集到的标本进

行检测#对于特异性细菌病原的检测具有重要价值#目前已成
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为经典细菌培养法的重要补充手段#从而提高病原学分析和诊

断的特异度与灵敏度(

2

)

*

单纯
a*4

检测每次只能对一种病原菌进行检测#无法满

足病原学鉴别要求*近年来#为了弥补单纯
a*4

检测的缺陷#

DEA/a*4

技术逐渐应用于临床#其能够在单次反应过程中对

多个病原进行同时检测#从而实现病原学的鉴别诊断*

DEA/

a*4

技术利用特殊扩增技术#克服了传统
a*4

存在的不同靶

基因扩增不均匀所致特异度及灵敏度降低等缺陷#更好地鉴别

诊断病原菌(

)

)

*

DEA/a*4

技术在初始循环中对靶基因序列进

行富集处理#然后再引入一对能够识别所有
a*4

内引物的共

用超级引物实施大量扩增处理#仅保留下游超级引物实施生物

素标记而被检测#从而在同一个反应体系中对多种病原菌的核

酸片段进行有效扩增#并应用悬浮阵列技术进行测定#具有操

作简便快速'重复性好'特异度及灵敏度高等优点#快速获取测

定结果(

C

)

*目前#国内外已有诸多临床实践研究证实#

DEA/

a*4

技术对于呼吸系统病毒和细菌检测及验证的可靠性

较高*

本研究对
&1&

例住院肺炎患儿进行研究#细菌培养结果显

示#

b-$e

为最主要的病原菌#检出率为
&.@22̀

$

&)

"

&1&

%#而

DEA/a*4

对
b-$e

的检出率高达
.&@.)̀

$

('

"

&1&

%#细菌培

养与
DEA/a*4

联合检测后
b-$e

检出率达
.)@(2̀

$

1'

"

&1&

%#相较于单纯细菌培养明显提高*表明
DEA/a*4

与细菌

培养联用时能够有效提高检出率*此外#细菌培养对
,a$

的

检出率仅为
(@99̀

$

9

"

&1&

%#而
DEA/a*4

检出率达到
&C@&9̀

$

.2

"

&1&

%#后者的检出率明显高于细菌培养#提示
DEA/a*4

对于
,a$

的检测相较于细菌培养具有更高的灵敏度#这对小

儿肺炎的临床治疗具有重要的指导意义*既往研究表明#

0*5

及
\a$

在医院感染或者条件性感染中具有重要意义(

&'

)

*但

本研究入选病例均为社区获得性感染#经细菌培养后检出率也

较高#分别为
)@9&̀

$

&.

"

&1&

%'

B@()̀

$

C

"

&1&

%#可能是由于标

本采集前已经使用抗菌药物等有关*此外#

DEA/a*4

对于

%:6

'

,%

'

a%

这
(

种重要的病原菌检出率并不高#分别为

9@B2̀

$

)

"

&1&

%'

.@&(̀

$

(

"

&1&

%'

.@&(̀

$

(

"

&1&

%#与细菌培养

的
&@1.̀

$

.

"

&1&

%'

1@CB̀

$

2

"

&1&

%'

&@1.̀

$

.

"

&1&

%相比#差异

无统计学意义$

!

%

'@'9

%#可能是由于本组患儿均为住院患

儿#在入院前多已经接受抗菌药物治疗#继而导致
b-$e

及

,a$

等敏感病原菌降低#而
\a$

'

0*5

等定植增加引起#同时

也反映两种检测技术在这
(

种病原菌的检出率方面并无明显

差异*谭文涛等(

&&

)对肺炎患儿进行病原学检测#细菌培养结

果显示细菌是小儿肺炎的主要病原菌#其中#以
b-$e

'

0*5

'

\a$

'

,a$

最为多见#阳性率依次为
&.@2)̀

$

.(

"

&)'

%'

2@..̀

$

&(

"

&)'

%'

9@9B̀

$

&'

"

&)'

%'

.@2)̀

$

9

"

&)'

%#与本研究结论基

本一致*以细菌培养为标准#

DEA/a*4

对于
,%

'

b-$e

'

a%

及
%:6

的灵敏度不如预期理想$

&1@.C̀

"

9'@''̀

%#但对于

,a$

的灵敏度高达
&''@''̀

#且这
9

种常见病原菌的特异度

均较高 $

).@&&̀

"

C)@9B̀

%#符合率也较高 $

22@('̀

"

C2@)2̀

%*此外#

DEA/a*4

从开始提取
#$%

至获得报告结果

的时间仅为
BI

#相较于细菌培养明显缩短#对于肺炎的早期治

疗具有更高的价值*

由于肺炎患儿在患病早期广泛接受抗菌药物治疗#导致细

菌培养检出率降低#临床应有针对性地使用抗菌药物治疗*而

将细菌培养与
DEA/a*4

联合应用#以两者中任意一项或两项

阳性时为标准#能够提高病原菌检出率*本研究中#细菌培

养
cDEA/a*4

对
&1

种常见病原菌检出率为
2)@'&̀

$

&&'

"

&)'

%#相较于单纯细菌培养的
1'@1(̀

$

92

"

&1&

%及单纯
DEA/

a*4

的
9'@(9̀

$

2&

"

&1&

%明显提高#尤其对
b-$e

'

,a$

检出

率较单纯细菌培养明显提高$

&.@22̀ HE@.)@(2̀

#

(@99̀ HE@

&C@&9̀

%#与薛冠华等(

&.

)报道相似#认为这一结果可能更为客

观'真实地反映儿童肺炎的细菌病原学特征#同时也提示

b-$e

'

,a$

等仍为小儿肺炎感染的主要病原菌*

综上所述#儿童肺炎的各种病原学检查方法各具优劣#而

细菌培养联合
DEA/a*4

技术#能够提高儿童肺炎的病原菌检

出率#为早期合理用药提供可靠依据和指导#具有较高的临床

应用价值*
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