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!!摘!要"目的!探讨肺泡灌洗液二代测序"%[/#在儿童社区获得性肺炎"(,1#诊疗中的应用价值$方法

!选取!"!*年+月至!"!!年9月九江市妇幼保健院儿童呼吸科收治的**+例(,1并行纤维支气管镜肺泡灌
洗的患儿为研究对象!采集患儿肺泡灌洗液行%[/检测!同时完善相关的传统病原微生物检测$比较!种方
法检测病原体的阳性率&病原学分布情况及检测结果的一致性$结果!**+例患儿经传统病原微生物检测!共
检出阳性26例"3*4"#5#!其中细菌感染6例"#4605#&病毒感染!例"*49!5#&肺炎支原体感染3#例
"9*4005#&肺炎衣原体感染0例"64#*5#!包含混合感染2例"949+5#'对肺泡灌洗液进行%[/检测!共检出
阳性***例"204+25#!其中细菌感染+!例"0#4605#&病毒感染03例"0"4""5#&肺炎支原体感染22例
"304#65#&真菌感染0例"64#*5#!包含混合感染+#例"064#*5#$肺泡灌洗液%[/对细菌&病毒与肺炎支
原体检出率高于传统病原微生物检测!差异有统计学意义"!%"4"0#'%[/检测与传统病原学检测检出率一致
性不佳"T;'';a "̀4"92!!a"4"*9#'%[/与临床综合诊断符合率为204+25"**6%**+#!高于传统病原微生
物检测的3*4"#5"26%**+#!差异有统计学意义"!%"4"0#$结论!%[/在(,1病原体检测中应用价值较高!
能够提高病原体阳性检出率!可将其作为传统病原微生物检测的有效补充!指导临床调整治疗方案!以期更好
地改善患儿预后$
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!!儿童社区获得性肺炎$(,1%是儿科的常见病和
多发病#也是我国目前0岁以下儿童死亡的主要原因
之一#具有起病急'进展快的特点#通常伴有发热'咳
嗽'呼吸增快'肺部湿性音等表现#并有肺部影像学
的异常改变**+)(,1病原体种类复杂多样#包含病
毒'细菌'真菌'非典型病原体等)感染方式可以为单
一病原体感染或混合感染#混合感染在肺炎病原体感
染中占重要比例*!+)如何准确'快速'全面识别病原
体#予以精准'合理用药#以减少抗生素的不合理使
用#降低病死率和后遗症的发生#降低医疗费用**+#已
成为(,1诊治中的难题)传统的病原学诊断方法如
涂片镜检'培养分离'免疫学检测等存在假阳性#阳性
率低#对特殊病原体培养耗时长#特异度不高#步骤复
杂'操作要求高#已经远远不能满足临床工作的需
要*#&6+)二代测序$%[/%无须经过实验室进行微生物
培养#直接对标本中的.%,或8%,进行高通量测
序#能够客观'快速地一次性检测出标本中的多种病
原微生物#为急危重症和疑难感染性疾病提供了诊断
依据#具有准确性更强'检测时效更好'无偏倚'全面
覆盖及产出巨大等特点#在临床诊疗方面的应用越来
越广泛*0&9+)本研究拟通过%[/检测肺泡灌洗液#对
比传统病原微生物检测方法#评估 %[/的检验效能
及临床应用价值)

$!资料与方法

$4$!一般资料!选取!"!*年+月至!"!!年9月九
江市妇幼保健院儿童呼吸科收治的**+例(,1并行
纤维支气管镜肺泡灌洗的患儿为研究对象#其中男+"
例#女0+例(年龄*"*6岁#平均$+436f!406%岁)
纳入标准!$*%符合1儿童社区获得性肺炎诊疗规范
$!"*2版%2**+诊断标准).有发热'咳嗽或喘息'呼吸
增快等症状(/肺部可闻及固定的湿性音#部分支
原体肺炎患儿可无音(0胸部W线片或胸部()提
示存在大片状实变影#或存在肺不张#或合并胸腔积
液)$!%符合1中国儿科可弯曲支气管镜术指南$!"*3
年版%2*3+适应证第2条胸部影像学异常)排除标准!
$*%合并其他严重心'肝'肾等疾病($!%影像学检查不

支持支气管肺炎($#%存在纤维支气管镜检查相对禁
忌证($6%家属拒绝行纤维支气管镜检查($0%家属拒
绝肺泡灌洗液外送第三方检测机构行%[/检测)本
研究经医院伦理委员会批准$--/(&!"!!&"#"%)所有
患儿家属知情同意并签署知情同意书)

$4/!方法!所有入组患儿均予以综合性治疗#经验
性抗感染'补液退热'止咳祛痰及雾化吸入等对症治
疗)完善传统的病原学微生物检测及血生化'炎症指
标等相关检查)征得患儿家属同意后完善纤维支气
管镜术前检查#行纤维支气管镜肺泡灌洗#留取肺泡
灌洗液#外送第三方检测机构行%[/检测)

$4/4$!传统病原微生物检测!包括血或痰培养'肺
泡灌洗液培养'呼吸道病毒七项检测'肺炎支原体'肺
炎衣原体'结核抗体等检测)其中呼吸道病毒七项检
测采用免疫荧光法#七项呼吸道病毒检测试剂盒购自
海德诊断有限公司(肺炎支原体抗体检测采用被动凝
集法#赛乐迪亚&麦可#试剂盒购自富士瑞必欧株式会
社(肺炎衣原体抗体检测采用酶联免疫吸附试验#肺
炎衣原体_N$抗体检测试剂盒购自丽珠试剂股份有
限公司(结核抗体检测采用胶体金法#结核分枝杆菌

_N[抗体检测试剂盒购自上海奥普生物医药股份有
限公司)血或痰培养均为细菌培养法)上述检测严
格按照试剂盒操作说明书进行)呼吸道病毒七项检
测阳性提示存在相应病毒感染的可能性大#结合临床
情况加以分析)肺炎支原体_N$'*d*+"提示存在
近期或急性感染#恢复期和急性期抗体滴度呈6倍或

6倍以上升高或降低#提示肺炎支原体感染(滴度%
*d*+"或阴性需结合临床表现加以分析)肺炎衣原
体'结核抗体阳性需结合临床表现判断是否存在其他
感染)血培养'痰培养及灌洗液培养阳性需结合相关
菌落及临床表现判断感染菌'定植菌或污染菌)

$4/4/!%[/检测!征得家属同意后将肺泡灌洗液外
送第三方检测机构$广州金域医学检验集团股份有限
公司%行 %[/检测#采用靶向二代测序$A%[/%法)
标本的采集'运输和保存严格按照公司的标准规范执
行)采用广州美基生物科技有限公司的 8++9!&"*U
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核酸提取或纯化试剂#广州市金圻睿生物科技有限责
任公司A%[/试剂#广州市金圻睿生物科技有限责任
公司T$ $D<D/@e.M&(%基因测序仪)操作过程!标
本前处理(核酸提取(.%,"8%,建库(高通量测
序)结果的判读!根据病原菌及其序列数#结合临床
病情判定有无感染)

$4'!观察指标!$*%记录传统病原微生物检测结果'

%[/检测结果($!%比较%[/检测与传统病原学检测
检出率($#%比较%[/检测与传统病原学检测的一致
性($6%以临床综合判断结果为,金标准-$采用肺泡灌
洗液'血液'痰液等综合评估%#分析%[/结果与传统
病原微生物检测结果与临床诊断的符合率)

$41! 统计学处理!采用/1//!04"统计软件进行数
据分析#符合正态分布的计量资料以Kf4表示#两组
比较采用<检验(计数资料以例数或百分数表示#两
组比较采用!! 检验(采用T;'';检验进行一致性分
析#T;'';值$"496表示一致性良好#"46"""496表
示一致性尚可#%"46"表示一致性不佳)以!%"4"0
为差异有统计学意义)

/!结!!果

/4$!传统病原微生物检测结果!经传统病原微生物
检测#**+例患儿中共检出阳性26例$3*4"#5%#其中
细菌感染6例$#4605%'病毒感染!例$*49!5%'肺
炎支原体感染3#例$9*4005%'肺炎衣原体感染0例
$64#*5%#包含混合感染2例$949+5%)见表*)

表*!!传统病原微生物检测结果#'a**+$

病原体类型 检出菌株数$'% 构成比$5%

细菌 6 #460

病毒 ! *49!

!XU病毒 * "43+

!甲型流感病毒 * "43+

肺炎支原体 3# 9*400

肺炎衣原体 0 64#*

/4/!%[/检测结果!对肺泡灌洗液进行%[/检测
显示#**+例患儿中共检出阳性***例$204+25%#其
中细菌感染+!例$0#4605%'病毒感染03例$0"4
""5%'肺炎支原体感染22例$304#65%'真菌感染0
例$64#*5%#包含混合感染+#例$064#*5%)见表!)

/4'!%[/检测与传统病原微生物检测的检出率比
较!%[/对细菌'病毒与肺炎支原体的检出率高于传
统病原微生物检测#差异有统计学意义$!%"4""*%(!
种检测方法对真菌及其他病原体的检出率对比#差异
无统计学意义$!$"4"0%)见表#)

/41!%[/检测与传统病原微生物检测一致性比

较!%[/ 检 测 与 传 统 病 原 学 检 测 一 致 性 不 佳
$T;'';a "̀4"92#!a"4"*9%)见表6)

表!!!%[/检测结果分析#'a**+$

病原体类型 检出菌株数$'% 构成比$5%

细菌 +! 0#460

!肺炎链球菌 !! *3429

!卡他莫拉菌 6 #460

!金黄色葡萄球菌 2 949+

!流感嗜血杆菌 *3 *040!

!鲍曼不动杆菌 # !402

!副百日咳鲍特菌 * "43+

!耐甲氧西林金黄色葡萄球菌 ! *49!

!肺炎克雷伯菌 * "43+

!耐碳青霉烯肠杆菌 * "43+

!惠普尔养障体 * "43+

病毒 03 0"4""

!人类偏肺病毒 # !402

!呼吸道合胞病毒型,型 ! *49!

!腺病毒U组 *0 *!42#

!鼻病毒,型 *! *"4#6

!鼻病毒U型 * "43+

!鼻病毒(型 # !402

!人类疱疹病毒0型 6 #460

!肠道病毒U组 * "43+

!人副流感病毒*型 * "43+

!人副流感病毒#型 * "43+

!丙型流感病毒 * "43+

!人类疱疹病毒6型 0 64#*

!乙型流感病毒 * "43+

!人类博卡病毒*型 # !402

!冠状病毒 * "43+

!腺病毒(组 ! *49!

!肠道病毒,组 ! *49!

肺炎支原体 22 304#6

真菌 0 64#*

!白色念珠菌 6 #460

!耶氏肺孢子菌 * "43+

!!注!同一患者可能存在多种菌株感染)

表#!!%[/检测与传统病原微生物检测的检出率

!!!比较%'#5$'

病原体类型 %[/ 传统病原微生物检测 !! 1

细菌 +!$0#460% 6$#460% 9*4!#0%"4""*

病毒 03$0"4""% !$*49!% 9"4622%"4""*

肺炎支原体 22$304#6% 3#$9*400% +40!9 "4"**

真菌 0$64#*% "$"4""% #4!9" "4"9*
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表6!!%[/检测与传统病原微生物检测一致性比较

%[/
传统病原学检测

阳性 阴性
合计

阳性 2! *2 ***

阴性 ! # 0

合计 26 !! **+

/42!%[/检测'传统病原微生物检测与临床诊断的
符合情况!%[/与临床综合诊断符合率为204+25
$***"**+%#高于传统病原微生物检测的3*4"#5$26"

**+%#差异有统计学意义$!!a*!4**6#!%"4""*%)

'!讨!!论

!!(,1是肺间质与肺实质的感染性疾病#患儿可产
生咳嗽'发热'呼吸困难等症状#病情严重时伴有呼吸
衰竭#还可引起多器官功能衰竭#具有病情进展迅速'
病死率高等特点*2+)(,1的病原体包括病毒'细菌'
支原体'衣原体'真菌'寄生虫等#病原体直接感染导
致儿童死亡的肺炎占+!5**"&**+)故早期明确病原体
对临床治疗方案的制订具有积极意义)传统病原微
生物检测中微生物培养周期较长且阳性率低#而病原
体特异性核酸序列1(8'抗原"抗体免疫学方法等仅
针对已知病原#难以检测未知病原#临床应用存在一
定局限性**!&*#+)

%[/采用高通量测序技术#能直接提取标本总

.%,#使细胞彻底裂解#即便细胞在颗粒上附着#也能
获取良好的破碎效果#有助于减少.%,流失#使微生
物结构更完整#且无须微生物培养#检测过程包含标
本采集'核酸提取'文库制备和测序'数据处理与分
析'检测结果'报告解读#整个过程仅需!"#I#与传
统检测方法相比#大大缩短了检测周期#提高病原微
生物的检测能力**6&*0+)本研究中#%[/检测的阳性率
为204+25#高于传统病原微生物检测的3*4"#5#与
临床综合诊断符合率高于传统病原微生物检测#提示

%[/检测能够提高(,1病原体阳性检出率)%[/
检测利用基因组学的研究策略#研究标本包含所有微
生物的遗传组成及其群落功能#检测病原体覆盖广
泛#且无偏移#并能够以序列为基础#检测出新发病原
体#还能深入提供病原体分型'毒力因子与耐药基因#
指导临床治疗#并具有快速'病原体阳性检出率高等
优点**+&*9+)但所有患儿入院后均已给予经验性的抗
菌药物治疗#可能影响了微生物的培养#导致常规肺
泡灌洗液的阳性率较低)本研究中%[/共检测出*"
种细菌'*9种病毒'!种真菌#而传统病原微生物检测
方法仅检测出6种细菌'!种病毒#提示相较于常规微
生物检测#%[/检测的覆盖度更大'更全面)%[/能

够在大部分传统方法检测阴性的标本中诊断出潜在

感染的病原体#但二者的一致性较差#本次研究显示

%[/检测与传统病原学检测一致性检验#T;'';值为

"̀4"92#目前 %[/尚不可替代传统实验检测成为
,金标准-)本研究中#%[/检出细菌+!例'病毒03
例'混合感染+#例#而传统微生物检测仅检出细菌6
例'病毒!例'混合感染2例#提示 %[/总的检出率
高于传统方法#尤其在诊断病毒感染和混合感染方面
更显著)%[/与常规X-_/,'1(8等方法相比#其最
大的区别为,非靶向-#即对检测标本中所存在的病原
微生物,一网打尽-#防止患儿长期过多'过广地使用
抗菌药物#实现从,精准诊断-至,精准治疗-#使患儿
病程缩短#提高救治成功率#改善患儿预后**3+)但

%[/检测也存在一定的缺陷#如!$*%各检测机构的测
序平台不一'数据库不同'标本处理的试剂耗材各异#
病原微生物鉴定的覆盖度'测序深度及相对丰度不
同($!%结果的判读尚无统一标准#定植菌'致病菌的
界定一般需由临床医师根按照患儿临床表现来判定(
$#%诊断价格较高)故 %[/尚不能完全代替传统的
诊断方法#对于一些重症或难治性(,1患者经验性
治疗效果不佳的#可作为一种补充手段来识别病原
体)A%[/技术是结合 %[/与1(8的优势#用超多
重1(8正向富集目标病原体#检测灵敏度明显提升#
同时可排除宿主核酸干扰#经测序和生物信息学分析
可实现多种临床场景的核心病原体鉴定#如不同症候
群'患者类型'感染脏器等)A%[/较 L%[/极大提
高了检测灵敏度#且可以同时兼顾.%,和 8%,流
程#检测时间明显缩短#具有可定制化'测序成本低'
病原谱范围明确等优点)

综上所述#%[/在(,1病原体检测中的应用价
值较高#能够提高病原体阳性检出率#指导临床调整
治疗方案#以期更好地改善患儿预后)
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