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� � 摘要: 目的 � 评价实时反转录多聚酶链反应 ( RT-PCR )联合间接免疫荧光 ( IIF )法 (联检法 )对提高儿童下呼吸道非典型病原体

感染检出率的效果。方法� 临床可疑非典型肺炎患儿 152例采用联检法检测肺炎支原体 (M P )、嗜肺军团菌 ( LP)、肺炎衣原体 ( CP)

和 Q热立克次体 (QP )感染情况,同时采用间接血凝法、免疫荧光法或微量凝聚试验等多种方法进行验证。对比分析各种检测方法

对 MP、LP、CP和 QP的检出率。并以此检验结果为依据,对所有检出的非典型病原菌感染病例使用敏感抗生素,观察治疗后患儿心

率、呼吸、体温和WBC变化及临床症状改善情况。采用 SPSS 13. 0软件进行统计学分析。结果� 单独采用 IIF法与 RT-PCR法检测

比较,对 MP、LP、CP和 QP的检出率差异均无统计学意义 (P a > 0. 05);采用联检法时, 对MP和 LP感染的检出率和总检出率均明显

高于其余 3种检测方法 (P a < 0. 05)。根据联检法结果选用敏感抗生素治疗,临床疗效较好。结论 � 使用联检法可明显提高 MP和

LP感染的检出率和总的检出率,有效避免漏诊,但对能否提高 CP和 QP感染的检出率, 仍有待进一步研究。
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Early D iagnosticValue of R everse Transcription Polym eraseChain Reaction Comb ined w ith Indirect Immuno-

fluorescenceMethod for Atyp icalPathogens In fection of Low erR espiratory Tract in Ch ildren

LIU Guo- ying, FAN Mao

( D epartment of Infectious D iseases, Kunm ing Ch ildren�sH osp ita,l K unm ing 650032, Y unnan P rov ince, Ch ina)
Abstrac t: Objective� To evaluate the early diagnostic value of reverse transcr iption po lymerase cha in reaction( RT- PCR) comb ined

w ith indirect mi munofluorescence ( IIF) me thod ( RT- PCR+ IIF ) for atyp ical pa thogens infection o f lower resp iratory tract in ch ildren.

M ethods� One hundred and fifty- two children w ith suspecting of a typica lpneumoniawere detectedm ycoplasm a pneumon iae(MP ), legione-
lla pneumophila( LP ), chlamydia pneumon iae( CP) and rickettsia burneti(Q P) byRT- PCR+ IIF me thod; and indirect hem agg lutination me-

thod, mi mumofluorescencemethod andm icro condensation expermi ent were perform ed a t the sam e tmi e as contro.l The detection ra tio ofM P,

LP, CP and QP by every method were contrasted and ana lyzed, and according to these detection resul,t sensitive antibiotics was used for a ll the

children w ith atypical pathogen ic bacteria, the heart rate, respiration, body temperature andWBC changs and clinica l symptom mi prov cond-i

tion o f children post- treatm entw ere observed. R esults� The d iagnosis ratio ofM P, LP, CP and QP were not different significantly betw een
RT- PCR and IIFm ethod(P a > 0. 05). W hile the diagnosis ratio ofM P and LP w ith RT- PCR+ IIF methodw ere h igher than any of other 3

me thods significantly (P a < 0. 05). A ccording to the resu lts by RT- PCR+ IIF method to use sensitive antibiotics for the children, the thera-

peutic efficacy was better. Conclusions� RT- PCR+ IIF can enhance the diagnosis ratio ofM P and LP, and it canw ell avo id them issed diag-
nosis, whether the diagnosis ratio of CP and QP can be enhanced need further study.
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� � 儿童下呼吸道非典型病原体指肺炎双球菌以外的病

原体,包括肺炎支原体 (MP )、肺炎衣原体 ( CP)、嗜肺军

团菌 ( LP )和 Q热立克次体 (QP)等
[ 1-2]
。虽然呼吸道非典

型病原菌感染率不断上升,但是依据临床确诊较为困难。

研究报道非典型肺炎约占我国儿童下呼吸道感染的

1 /3
[3]
,但具体比例仍然不明

[ 2]
。下呼吸道分泌物细菌培

养是明确病因的有效手段,但由于检测技术等原因,造成

较多的假阳性或假阴性
[4]
。反转录多聚酶链反应 ( RT-

PCR )和血清学的诊断由于快捷、标准化操作和易于判断

等优点而受到重视。然而, 单一使用时诊断效果仍不理

想,其漏诊率有时可达 50%
[1, 5]
。本研究采用 RT-PCR联合

间接免疫荧光 ( IIF )法 (联检法 )对 152例可疑下呼吸道非

典型感染患儿进行 MP、CP和 LP诊断,同时以免疫荧光法

(M IF )、间接血凝法、微量凝聚试验 (MAT )检测作对照,以

期提高儿童下呼吸道非典型病原体的早期诊断率。

1� 资料与方法

1. 1� 一般资料 � 收集 2007年 1月 - 2008年 12月在本

院感染科就诊、符合非典型肺炎临床表现的病例 152例。

男 84例,女 68例;年龄 1~ 14岁,平均 4. 7岁,其中 1~

3岁 69例, > 3~ 6岁 41例, > 6~ 9岁 29例, > 9~ 14岁

13例;起病时间 2~ 7 d,平均 3. 2 d。入院时体温 ( 39. 1 �

0. 9) � , WBC ( 3. 8 � 0. 3) � 109 L- 1。

1. 2� 方法

1. 2. 1� 病原血清学检查 � 按课题组以前报道的检测方

法
[ 6]
,同一小组操作, 每份血清标本重复 3次,以 2次及

2次以上阳性为准。联检法:患儿入院后次晨空腹采集上

臂静脉血 10 mL, IIF试剂盒 (购自西班牙 VIRCEIC公司 )

检测 MP、LP、CP和 QP,按说明书操作及结果判定;同时
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局部麻醉下采集环状软骨以下分泌物行 RT-PCR,检查病

原菌基因标志物。对照试验:间接血凝法和MAT (日本富

士株式会社 ), 按照说明书操作检测 MP、LP、CP和 QP。

结果判断:联检法检查阳性或 PCR阳性,同时具有肺炎临

床表现作为用药依据,选用敏感抗生素。

1. 2. 2� 评价指标 � 对比分析各个检测方案对MP、LP、CP

和 QP的捡出率。对所有检出非典型病原菌感染病例使

用敏感抗生素治疗, 观察患者的心率、呼吸、体温和 WBC

变化及临床症状改善情况, 并于治疗 1周后摄 X线胸片

了解肺部情况。总有效率 = (有效例数 +显效例数 ) /总

例数 � 100%。

1. 3� 统计学处理 � 采用 SPSS 13. 0统计软件, 不同检测

方案检出率间行 �2检验, P < 0. 05为差异有统计学意义。

2� 结果

2. 1� 不同检测方案对非典型病原体的检出率 � 单独采

用 IIF法对 MP、LP、CP和 QP的捡出率与 RT-PCR法比较

差异均无统计学意义 ( P a > 0. 05) ,这 2个方案与 M IF、间

接血凝法或MAT检测法检出率比较,差异亦无统计学意义

(P a> 0. 05)。联检法检测方案对 4个非典型病原体的检出

率均明显高于其余 3种检测方案 (P a < 0. 05),见表 1。

表 1� 不同检测方法对非典型病原体的检出率 [ n(% ) ]

项目 IIF法 PCR法 联检法 对照试验

MP检出率 20( 13. 1 ) * 22 ( 14. 5) * 26( 17. 1) 15( 9. 9 ) *

LP检出率 19 ( 12. 5) 15 ( 9. 9) * 23( 15. 1) 14( 9. 2 ) *

CP检出率 5 ( 3. 3) 4 ( 2. 6) 7( 4. 6) 4( 2. 6)

QP检出率 1 ( 0. 6) 0 ( 0. 0) 1( 0. 6) 0( 0. 0)

合计 45( 29. 5 ) * 41 ( 27. 0) * 57( 37. 5) 33( 21. 7 ) *

� * 与联检法比较 P < 0. 05

2. 2� 联检法检测方案检出患儿对治疗的反应 � IIF法、

RT-PCR或联检法检测阳性结果的患儿根据药理使用敏

感抗生素之后,均取得良好的治疗效果。治疗 2~ 3 d生

命体征基本正常,发热和临床症状缓解。治疗 7 d,联检

法检测阳性的 57例患儿心率、呼吸和体温恢复正常,

WBC升至 ( 6. 5 � 2. 3) � 109 L- 1, 见图 1。其中 53例感染

症状基本消失或明显好转, X线胸片示炎症消退,总有效率

为 92. 4% ( 53/57例 )。余 4例中 2例因入院时间较晚,心

力衰竭未纠正,临床症状改善不明显; 2例住院期间并发细

菌感染,无效率 7. 1% ( 4/57例 ); 3例放弃, 1例死亡。

图 1� 抗生素治疗 7 d,非典型肺炎患儿体温和WBC变化 � 图 2� 抗生
素治疗 7 d,非典型肺炎患儿心率和呼吸的变化

3� 讨论

实验室检查是诊断下呼吸道感染的主要手段, 但目

前诊断效果仍不理想
[ 1, 7-8]
。细菌学培养虽然可以直接明

确病原,并获得药敏指标,但由于药物滥用及检测技术等

因素,致使非典型病原体不仅培养困难,而且各个医院的

捡出率出现偏差,有时阳性率甚至只有 26%
[ 4]
。 IIF法是

一种方便、快捷有效的检测方式, 可对 MP、LP、CP和 QP

等病原菌感染同时作出诊断
[ 6]
,因此在临床上广为使用。

但在临床仍存在漏诊的病例。近年 PCR技术因具有高敏

感和高特异性而在诊断非典型肺炎中受到重视 [ 9]。研究

证实,联检法可明显提高下呼吸道非典型病原菌的早期

诊断率
[ 9-10]
。本研究结果也证实,联检法检测可以明显提

高儿童下呼吸道非典型病原菌的检出率。单独使用 IIF

法或 RT-PCT法,对 4种病原菌总的检出率分别为 29. 5%

和 27. 0% ,而对照检测方案检出率为 21. 7% ;虽然 IIF法

的检出率高于另 2种, 但差异无统计学意义 (P > 0. 05)。

而采用联检法检测时,总检出率提高到 37. 5% ,与其余检

测方法比较差异有统计学意义 (P a < 0. 05)。同时,采用

联检法对 MP和 QP的检出率同样表现出良好的优越性,

显著高于其他检测方案 ( P a < 0. 05)。而对 CP和 QP的

检出率与其余方案比较差异无统计学意义 (P a > 0. 05)。

可能是由于 CP或 QP感染病例少,影响了结果的判断,因

此联检法检测方案检测能否提高 CP和 QP的检出率, 仍

有待进一步的研究。

为确认联检法检出的正确性, 对根据其检测结果用

药的患儿进行疗效观察, 结果显示检出的 57例中 53例

根据检测结果使用敏感抗生素 2~ 3 d,发热和临床表现

等指标明显好转;治疗 7 d胸片也证实肺部炎症消退, 临

床症状基本消失, 总有效率达 92. 4%。证实联检法可明

显提高儿童下呼吸道非典型性病原菌的诊断率。
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