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·实验室研究·

百日咳实验室诊断方法的应用分析与比较

王增国 杨杨 刘莹 刘小乖 习艳丽 雷玲霞 李亚绒

【摘要】 目的利用<l岁临床百日咳疑似病例实验室检测结果，分析比较不同检测方法。

方法采集2011年12月至2012年12月西安市儿童医院<1岁百日咳临床疑似病例的鼻咽拭子

及血清标本，采用分离培养、IS481 PCR及百日咳毒素(PT)IgG定量酶联免疫吸附]式验(PT-IgG)检

测百日咳鲍特菌感染，并应用SPSS 16．0软件分析结果。结果148例临床疑似病例中实验室诊

断病例100例，其中3例百日咳鲍特菌分离培养阳性，88例IS481 PCR阳性，34例pTolgG阳性，

IS481 PCR和PT-IgG均阳性22例。IS481 PCR及PT-IgG检测结果与患儿发病天数的差异有统计

学意义(P<O．01)。结论百日咳鲍特菌分离培养方法敏感度较低，而采用IS481 PCR和PT-IgG

两种方法还应结合发病天数加以判断。
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【Abstract】0bjecfive To confirm the clinically suspected pertussis cases(<1 years old)

through laboratory methods．Methods From December，201 1 to December，2012，patients with

clinically suspected pertussis from Xi’all Children’S Hospital were sampled，with their nasopharyngeal

swabs collected．blood samples cultured and pertussis toxin IgG detected bv PCR．Results were

analyzed．using SPSS 16．0 soRware．Results 100 out ofthe 148 cases were laboratorially confirmed．

3，88 and 34 cases were positive，through culture，PCR or pertussis toxin IgG respectively．22 cases

were both PCR and pertussis toxin IgG positive．There were significant differences between the results

of IS481 PCR．days from the onset of symptoms(P<0．01)and results of PT-IgG with the days from

onset of symptoms(P<0．0 1)．Conclusion Since the sensitivity of culture on pertussis was lOW，
diagnosis on the disease should be linked to the results from PCR．PT-IgG and the days from onset of

symptoms．

【Key words】Pertussis；Enzyme linked immunosorbent assay；Polymerase chain reaction

百日咳是由百日咳鲍特菌引起的儿童急性传染

病，我国在实施计划免疫后，其发病率快速下降至目

前的报告发病率<1／10万。然而在全球较多疫苗高

覆盖率的发达国家甚至一些发展中国家，百Et咳的

发病呈现增多趋势，这一现象被称为“百Et咳重

现”[I-3]0目前百日咳实验室诊断主要依靠病原学诊

断、鼻咽拭子PCR检测以及血清百日咳毒素IgG

(PT-IgG)检测，而我国对百日咳的实验室检测尚未

普及。为此本研究针对临床疑似百日咳病例采用百
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日咳鲍特菌分离培养、特异性PCR及血清PT-IgG检

测，并分析确诊百Et咳病例的实验室检测结果。

材料与方法

1．样本来源：2011年12月至2012年12月在西

安市儿童医院采集<1岁临床疑似百日咳患儿鼻咽

拭子(NPS)及血清标本。根据家长主诉或查验接

种卡，记录其采样时发病天数及患儿接种百日咳疫

苗(无细胞百白破疫苗，DTaP)情况。

2．相关定义：①疑似病例：按照我国现行百日咳

诊断标准(WS 274—2007)，典型病例为阵发性、痉挛

性咳嗽，持续2周以上；非典型病例为有反复发作的

呼吸暂停、窒息、青紫和心动过缓症状，或有间歇的

阵发性咳嗽。②实验室确诊病例：百日咳鲍特菌分
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离培养阳性和(或)核酸检测阳性和(或)PT-IgG，>
100 IU／ml的临床疑似病例。

3．检测方法：

(1)百日咳鲍特菌分离培养：采集NPS标本后，

置含1 5％脱纤维羊血及百日咳选择性添加剂的半量

碳琼脂(oxOID，英国)培养基中室温保存，3 d内送

至实验室，标本接种于含15％脱纤维羊血及百日咳

选择性添加剂的碳琼脂，37℃培养至少15 d，疑似

菌落采用百日咳诊断血清(BD，美国)鉴定。

(2)核酸检测：将采集的NPS标本置含2 mTE采

样管中，使用DNA提取试剂盒(Qiagen)提取DNA；聚

合酶链反应(PCR)使用引物参考文献[4]分别检测

IS481和ISl001。20“l PCR主要组分终浓度分别为

MgClz 1．5 mmol／L，dNTP均为0．2 mmol／L，各引物0．5

mol／L及l U rTaq(TaKaRa，大连)。热循环程序：

94℃预变性5 min，94 oC变性30 S、58℃退火30 S、

72℃延伸30 S，共35个循环，最后72℃延伸5 min。

PCR仪为PTC一200(MJ Reaserch，USA)。IS481阳性

者同时使用引物BPTOXF／BPTOXR检测百日咳毒素

启动子区域(ptxA．Pr)，扩增条件同上㈨。按参考文献

[5]采用荧光PCR仪CFX96(Bio．rad，USA)检测

hISl001基因以排除霍氏鲍特菌。IS481阳性伴IS，D0』

阴性或ptxA．Pr FEI性者为百日咳鲍特菌感染；ISl001阳

性为副百日咳感染；hlSl001阳性为霍氏鲍特菌感染。

(3)PT-IgG检测：采用德国Virion／Serion公司的

百日咳毒素IgG检测试剂盒，参考试剂盒说明，以

IgG滴度≥100 IU／ml判断为百日咳近期感染，排除

采样时1年内曾接种百日咳疫苗患者№]。

4．统计学分析：应用SPSS 1 6．0软件进行数据录

入及统计学分析，规定检验水准a=0．05，P<0．05为

差异有统计学意义，采用GraphPad Prism5软件制图。

结 果

1．一般情况：共人组百日咳临床疑似病例148

例(男／女：89／59)，年龄<3月龄婴儿83例(56．1％)、

3～5月龄婴儿47例(31．8％)、5月龄至1岁婴幼儿18

例(12．2％)。经查验接种证(卡)或电话询问，24例

曾接种1剂次及以上无细胞百白破疫苗。148例中

经实验室确诊100例(男／女：56／44)，实验室阳性率

为67．6％(100／148)，未见副百日咳及霍氏百Et咳鲍

特菌感染病例。其中<3月龄婴儿57例(57．0％)、

3。5月龄婴J[,27例(27．0％)、5月龄至1岁婴幼儿16

例(16．0％)。lO例曾接种1剂次及以上DTaP。采样

时患儿发病天数为5～35 d。
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2．实验室检测：100例实验室确诊病例中，百日

咳鲍特菌分离培养阳性者3例。核酸检测(IS481)阳

性者88例，56例ptxA．Pr扩增阳性，未见ISl001及

hISl001基因扩增阳性。排除1年内曾接种过百白破

疫苗的患儿，有34例(34％)PT-IgG>，100 IU／m1．而

IS481 PCR及PTolgG同时阳性者22例(22％)(图1)。

分离

P J—lgG

图1不同试验方法与百日咳检测阳性标本数相关性

3．实验室检测结果与发病天数关联分析：

(1)IS481 PCR：由表l可见IS481 PCR阴性组的

发病天数中位数为22．5 d，阳性组发病天数的中位

数为16．0 d。经非参数Mann．Whitney Test检验，认

为两组发病天数的差异有统计学意义(2=3．831，

P<O．01)，认为IS481 PCR阳性组的发病天数明显

小于阴性组。

表1两组IS481 PCR检测结果与百日咳发病天数的比较

IS481 PCR
发病天数

i±s 中位数

全生 !!：!圭!：!! !!：!堡二!兰

(2)PT-IgG滴度：由图2可见，发病天数与PT-IgG

滴度之间呈一定的正相关趋势。经Ko|mogorov．

Smimov检验，发病天数与PT-IgG滴度分布数据均为

非正态(P<0．01)，采用Spearman相关分析，r=0．758，

P<O．01，认为发病天数与PT-IgG滴度呈正相关，即随

着发病天数的延长，PT-IgG滴度呈逐渐上升趋势。

以单份血清PT-IgG>／100 IU／ml作为阈值，将患儿

划分为IgG阴性及阳性两组，IgG阴性组的发病天数的

中位数为13．0 d，IgC阳性组的发病天数的中位数为
23．5 d。经非参数Mann．Whitney Test检验，可认为两

组的发病天数差异有统计学意义(z=7．55 1，P<0．01)，

即IgG阳性组的发病天数明显大于阴性组(表2)。

讨 论

本研究显示2012年西安市儿童医院<1岁百日

咳实验室确诊病例为100例，而该市2005--201 1年

百日咳年均报告发病数为31例，提示西安市百日咳

发病可能被低估，这与我国多数报道相同n'8|。本研
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图2百日咳患儿发病距采样时间与PT-IgG滴度的关系

表2两组PT-IgG检测结果与百日咳发病天数的比较

PT-IgG
发病天数

i-t-s 中位数

阴性(n=66) 13．6±4．47 13．0(5—24)
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究发现<3月龄病例占全部<l岁确诊病例的

57．O％，并有10％的<1岁确证病例曾接种至少1剂

次DTaP，提示未全程接种DTaP的儿童对百日咳鲍

特菌易感。

目前许多国家已将百日咳鲍特菌特异性PCR、

单份血清PT-IgG检测列为百日咳实验室诊断标准的

方法。我国现行标准中，百日咳实验室诊断主要依靠

病原分离培养，而百日咳鲍特菌的分离培养敏感性

低、耗时长、难以培养，在诸多医疗机构中甚少开展。

本研究发现其灵敏度仅为3％，因此实验室诊断方法

的不足可能是导致我国百日咳被低估的原因之一。

百日咳鲍特菌中的IS481基因易于检测，是百

13咳PCR检测的首选基因[9】。但单独使用该基因检

测尚存有争议，多数研究认为部分霍氏鲍特菌也携

带此基因，而有学者认为产生这种非特异性扩增的

可能性很小，可以忽略不计¨训。虽然百Et咳毒素存

在于百日咳鲍特菌、副百日咳鲍特菌及支气管炎鲍

特菌中，但其ptxA-Pr对于百13咳鲍特菌的检测具有

特异性¨¨。目前多数研究者根据不同目的基因组合

采用二分层计算法检测百日咳鲍特菌，即采用IS481

基因加其他针对霍氏鲍特菌的PCR方法，IS481基

iJIptxA-Pr的PCR方法。而后者常会因为ptxA．Pr

基因扩增阳性而不能确认为百日咳鲍特菌。本研究

发现88例IS481 PCR阳性标本中，56例(63．6％)

ptxA-Pr PCR阴性，该结果低于其他报道n2·n]。而在

这88例中均检测到霍氏鲍特菌，提示出现ptxA．Pr与
IS481 PCR结果不符的原因主要是患儿病原菌核酸

含量较低，未达到普Jl臣ptxA．Pr PCR检测方法限值。

考虑到二分层计算法的成本高及检测费时，及在临

床诊断中存在一定缺陷，本研究认为应用于百日咳

临床诊断的PCR方法可仅考虑IS481基因。当然由

于本研究样本较少且人群可能存在偏倚，尚需更多

研究予以证实。

本研究对100例<1岁儿童百日咳实验室确证病

例的统计分析发现，IS481 PCR阳性组的发病天数明

显小于阴性组，而PT-IgG阳性组的发病天数明显大

于阴性组。因此，建议针对疑似百日咳病例在发病早

期(尤其是发病约2周)宜采用核酸检测方法确定，若

发病天数超过3周，建议采用IgG检测方法，从而提

高病例的诊断率。本研究结果与国外学者认为单份

血抗PT-IgG的最佳检测时间为2。8周基本一致¨4|。

由于我国目前尚无标准的百日咳PCR及抗体

实验室诊断方法，因此不同实验室间的结果可能存

在差异，本研究为PCR及PT-IgG方法应用于百日咳

诊断提供了基本的使用范围，为进一步制定统一标

准及结果的解释提供了科学数据分析。
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