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集合核酸检测用于低档场所女性性工作者
HIV急性感染诊断及发病率估计

李剑军 张鸿满 沈智勇 周月姣方宁烨王斌 王江伟 唐振柱

【摘要】 目的评价集合核酸检测方法在低档场所女性性工作者(FSWs)HIV急性感染诊断

中的应用价值。方法对广西壮族自治区2011年低档场所FSWs进行调查，并采集血液，采用胶

体硒法对HIV抗体初筛检测；对初筛阴性者采用集合核酸检测方法检测HIVRNA，若为阳性，3个

月内随访并采集血液进行确证；应用估算公式计算HIV年发病率。结果共收集6 469例FSWs

的血液样本，HIV抗体初筛阳性139洌，阳性率为2．15％。x,J 6 330例初筛阴性者进行集合核酸检

测，7例为HIVRNA阳性。3个月内随访检测，6例出现HI、Ll抗体阳转。诊断为HIV急性感染

者i 2011年广西低档场所FSWs的EIIV年发病率为1．45(95％CI：1．17～1．76)／100人年。结论集

合核酸检测用于HIV传播的高危人群检测可以发现急性感染者。
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【Abstract】 Objective To examine the feasibility of RNA pooling technique in the diagnosis
Off acute HIV infection among female sex workers(FSWs)WOrking at the lOW．grade venues．

Methods Plasma samples from the lOW—grade—venue FSWs in Guangxi．in 20 1 1 were tested for HIV

antibody using the rapid testing meth,x1．All samples which were HIV antibody negative in the rapid

testing were tested for HIV RNA with RNA pooling technique．FSWs who showed HIV RNA positive
were tested for HIV antibody by、7i7estern blot method in 3 months．The HIV incidence in the

low—grade venue FSWs was counted under the estimation formula．ResuiIts There were 6 469 cases

of FSWs who were recruited in this study．ThrOUgh rapid testing．results showed that HIV antibodv

was positive in 1 39 cases．with the positive rate as 2．1 5％．6 330 FSWs with HlV antibody negative
were tested by HIV RNA pooling method，with 7 of them showing HIV RNA positive．in which 6

cases showed HIv-1 antibody seroconversion．thus were diagnosed as acute HIV infection．HIV

incidence in low．grade FSWs appeared to be 1．45 per 100 person years(95％CI：1．17—1．76 per 100

person years)in Guangxi．Conelusio．il Other than regular routine HIV antibody testing．it seemed

necessary to adopt the HIV RNA pooling strategy in high-risk groups such as FSWs．SO as tO early

detect the HIV infection and to timely perforill the intervention or treatment programs to prevent

sexual transmission of HI v．
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女性性工作者(FSws)在ttlV经性途径传播中

扮演着极其重要的角色，是HIV从高危人群向一般

人群传播的桥梁”‘31。已有研究显示，利用集合样本
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·现场调查·

核酸检测对HIV抗体阴性的高危人群进行检测可及

早诊断HIV急性感染者H1，本研究利用该方法对广西

低档场所FSWs的艾滋病急性感染状况进行分析。

对象与方法

1．调查对象：2011年广西壮族自治区所有市、区

(县)社区内(不包括监管场所内)的低档场所(城乡

结合部、乡镇的路边店、小旅店、招待所、路边或广场
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或公园站桩、出租屋等，或性交易价格每次<50元

的其他场所)的FSWs‘5。每个市、区(县)至少完成

100名低档场所FSWs的调查T作。本研究经广西

壮族自治区疾病预防控制中心伦理委员会批准，所

有研究对象需签署知情同意书。

2．研究方法：采用方便抽样方法开展横断面调

查，由经过全区统一培训的所在地疾病预防控制中

心的工作人员对目标人群进行面对面问卷调查并采

集静脉血5 ml，采血后6 h内离心(室温，3 000 r／min，

离心10 rain)分离血浆，血浆分装2管(每管约l m1)，

1管用于HIV抗体检测，采用英科新创(厦门)科技

有限公司快速检测试剂，具体操作按试剂盒说明书

进行；1管采用罗氏全自动病毒载量检测系统

COBAS@AmpliPrep／COBAS@TaqMan HIV二1 Test，

version 2．0进行集合核酸检测，参照文献[6]，每10

份原始标本(每份原始标本取130“1)混合成1个二

级集合标本，每5个二级集合标本(每个二级集合标

本取210“I)混合成1个一级集合标本。HIV RNA

阳性者采用第四代ELISA试剂和免疫印迹试验进行

复核，对HIV抗体阴性且HIVRNA阳性的对象在3

个月内随访并采集血液进行确证实验。HIV急性感

染定义为HIV抗体阴性且HIV RNA阳性，3个月内

HIV抗体阳转。参照文献[7]估算HIV发病率[发病

率=1饥[1一(M吵。]，其中，Ⅳ为参与集合核酸检测
的总样本数，M为集合核酸检测为阴性集合的样本

数，c为集合核酸检测为阳性集合中的每个集合样

本数，肛为HIV抗体血清学阳转前可检测出HIV

RNA阳性的时间间隔值(28 d)]。

3．统计学分析：采用SPSS 17．0软件对数据进

行整理和分析。

结 果

1．一般情况：2011年9—11月共抽取广西壮族自

治区14个市及所辖50个区(县)，共收集6 469例低档

场所FSWs的血液样本，HIV抗体初筛快速检测阳性

反应139例(2．15％)、阴性反应6 330例(97．85％)。

2．集合核酸检测及HIV急性感染诊断：对抗体

初筛阴性者的血浆标本进行HIV RNA集合核酸检

测，检测方法见图l，HIV急性感染诊断流程及结果

见表1。6 330例标本集合成633个二级集合及127

个一级集合。7份HIV抗体初筛阴性的标本中检出

HIV RNA。用第四代ELISA检测试剂对7例标本进

行复核，结果为1例HIV阳性，6例阴性。免疫印迹试

验检测结果与第四代ELISA检测结果一致。3个月

内对6例HIV阴性者进行随访并采血检测，均出现

HIV抗体阳转。结合追踪随访检测结果判断，6例

HIV抗体初筛阴性者为HIV急性感染者，1例为快速

检测呈假阴性的既往HIV感染者。6例HIV急性感染

者血浆中含有很高浓度的病毒(肘为1 1 400 copy／ml，

最低为5 650 copy／ml，最高为3 300 000 copy／m1)。

图1低档场所FSWs HIV感染试验检测流程图

表1 7例HIV抗体初筛阴性／HIV RNA阳一I生FSWs的

实验室检测结果

H鬈妻滁HIV-IHIV 病毒HIV抗体

样本编号抗体堕堕堕!型抗体霾群膂簧
(RT) 结果 ^值 (WB)(copy／m1)随访，WB)

注：RT：快速检测；WB：免疫印迹试验

3．集合检测成本测算：HIV核酸检测试剂成本

为500元／人份，6 330例HIV抗体初筛阴性者采用单

个样本检测策略的成本：6 330人份×500元／人份=

3 165 000元。本研究采用集合核酸检测策略，需试

剂份数：127个一级集合+35个二级集合+70份原始

标本=232人份，试剂成本：232人份×500元／人份：
116 000元，与单个样本检测策略比较，可节省试剂成

本：3 165 000元一116 000元=3 049 000元，初步估算

可节省试剂成本约26倍，检测工作量只有232人份。

4．HIV年发病率：HIV发病率计算数据来源所

示，其中，N=6 330，M=5 980+280=6 260，C：10，
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肛=28 d，因此，发病率=1仉[1一(删，v),／el=1／28

[1一(6 260／6 330)1／10]=O．004(I％。发病率x365 d

得到广西2011年低档FSWs的HIV年发病率为1．45

(95％CI：1．17～1．76)／100人年。

讨 论

与中高档FSWs比较，低档FSWs由于年龄偏

人、文化程度普遍偏低、流动性更强、艾滋病性病防

治知识较为缺乏、安全套使用率较低，存在着通过性

途径传播HIV的高风险[8·9；。近年来，国内陆续对

FSWs丌展HIV感染现状的调查研究，结果显示，

FSWs HIV抗体阳性检出率(患病率)为0～10．3％，

患病率差异可能与地区、FSWs工作场所档次、综合

干预措施落实情况等有关心’1肛“⋯。由于艾滋病的潜

伏期较长，所发现的感染者或者病例的增多并不能

准确反映目前危险因素作用的强度，甚至可能掩盖

防治措施的效果。因此，识别HIV急性感染、正确计

算HIV感染率对于估计危险因素作用的强度、评价

干预的效果及制订正确的防控策略十分重要。本研

究显示，2011年广西低档场所FSWs HIV抗体阳性

率为2．15％、HIV感染年发病率为1．45／100人年，明

显高于女性婚检者HIV抗体阳性率0．09％(内部资

料，待发表)，提示其感染危险因素仍大量存在，亟待

加强干预。

目前普遍认可的HIV急性感染的实验室诊断标

准是HIV抗体初筛阴性、确证试验阴性或不确定，同

时HIV RNA水平>10 000 copy／ml或p24抗原阳

性‘1 3．14]0 HIV RNA检测针对的；黾常规HIV抗体检测

方法漏掉的感染者，HIV RNA阳性的个体可以通过

随访及抗体阳转所证实，因而具有较大的诊断意义，

有助于诊断急性感染。对HIV抗体初筛阴性者进行

HIV核酸检测，可采用单个样本检测和集合样本检

测策略。单个样本检测成本高且工作量大，集合样

本检测可大大节约成本、降低假阳性率和假阴性率

等优点¨T”·“3，因此，该方法已成为美国一些大型实验

室对高危人群急性感染实时监测的主要方法¨'”'”]。

本研究结果显示，用集合核酸检测方法发现了

6例HIV-1急性感染的低档FSWs，发现率为0．09％

(6／6 330)，提示HIV高危人群(如FSWs、男男性行

为者及静脉注射吸毒人群)的筛查检测中，集合核酸

检测方法可及早发现HIV抗体：讶筛阴性者中的急性

感染者。同时，该方法的应用也可以弥补HIV抗体

检测方法无法检出窗口期感染者的不足¨⋯。本研究

通过集合核酸检测方法发现6例HIV-1急性感染的

26l·

低档FSWs，血浆中含有高浓度的病毒，是传播HIV

的高危人群。与单个样本检测策略比较，集合样本

检测可节省检测成本和减少工作量(节省试剂成本

约26倍)。此外，集合核酸检测也可通过公式估算

高危人群的发病率。
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