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研究方向%临床微生物与感染病原学诊断!耐药机制!呼吸道感染微生物的检测方
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!!!摘要"!呼吸道感染性疾病是全球成人和儿童发病和死亡的重要原因#其病原体的诊断非常重要#并且

是难点问题& 现行的临床病原学检测的方法中#传统方法包括涂片染色镜检法'抗原检测法'培养法等& 对于

阳性的培养物还可以用基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱"B=CD@-?E'B>$进行菌种鉴定& 最近几年发

展较快的是分子生物学检测方法#包括普通聚合酶链反应"F(G$'多重 F(G'实时定量 F(G等和宏基因组测

序".HI>$技术& 快速分子生物学检测技术#有望成为帮助指导靶向治疗和抗生素合理应用的有效工具&
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!!人体的呼吸道与外界相通#感染病原学类别非

常复杂#涵盖细菌'真菌'病毒#甚至寄生虫的感染&

下呼吸道感染"19WPN;O0P/Q9PRQP/8Q0MSN8Q09M#CG?@$

是全球人类最常见的感染性疾病之一& 呼吸道感染
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所致的肺炎是人群发病和死亡的重要原因#通常对老

年和免疫力功能低下群体影响较大($#")

& 尽管有多种

实验室诊断方法可用#但仍有约 3#\需要住院治疗

的社区获得性肺炎"89..UM0QR-/86U0PNJ OMNU.9M0/#

(=F$患者的致病病原体难以确诊#所以实验室诊断

的准确性和有效性的提高有重要意义(A)

& 包括培养

在内的传统检测方法在改良的同时依然被认为是病

原体检测的+金标准,#分子生物学诊断技术的发展在

近年来广泛用于呼吸道病原体微生物学诊断(3 ]))

&

95呼吸道感染病原体检测技术的发展及临床应用

现状

9:95传统呼吸道病原体检测方法

$ $̂ $̂!涂片染色镜检法!"$$染色方法较多#常用的

是革兰染色与抗酸染色& 革兰染色可用于区分革兰阳

性球菌和革兰阴性杆菌#易于操作& 有报道称球菌性

肺炎病例检测中革兰染色法的灵敏度仅约 %#\

(%)

#特

别是(=F人群的肺炎链球菌'金黄色葡萄球菌的感

染& 抗酸染色可以突出显示纤细的染成红色的杆状

菌#对分枝杆菌的诊断特异性很高"*#\ ]$##\$#

但灵敏度有限(A#*#$#)

& 其他染色法如墨汁染色法对

隐球菌诊断特异性较高#特别适合脑脊液样本中隐

球菌的染色#但是灵敏度差#应与隐球菌荚膜多糖抗

原试验相结合& 六胺银染色适合经典真菌'耶氏肺

孢子菌的染色& 对于真菌感染的痰与支气管肺泡灌

洗液样本最常用的诊断方式是使用荧光素偶联单克

隆抗体的荧光染色(A)

& ""$显微镜检观察细胞病变

效应是通过培养进行病毒鉴定的重要手段#如发现

呼吸道样本细胞中污迹样嗜碱性包涵体可诊断为腺

病毒感染(A)

& 感染细胞病变效应还有巨细胞'合胞

体形成'胞内包涵体等& 显微镜检对特定检测项目

特异性较高#但较为费时耗力#近年来作为临床诊断

实验#逐渐被分子生物学所取代&

$ $̂ "̂!抗原检测法!指用已知病原体抗体检测患

者体内有无相应病原体抗原的方法#常用操作方法

有乳胶凝集试验'胶体金免疫层析法'直接荧光抗体

试验"J0PN8QS1U9PN;8NMQ/MQ0V9JRQN;Q#D'=$等& 如流

感快速检测首选方法#可以检测甲型流感病毒'乙型

流感病毒和呼吸道合胞病毒等#使用方便且特异性

高"*#\ ]*4\$#但灵敏度较低"3#\ ])#\$#这

意味着阴性结果不能排除流感病毒感染(%)

& D'=

可以检测腺病毒'呼吸道合胞病毒等#特异性较高#

但结果判读可能有主观性#对专业需求较高($$)

& 隐

球菌感染的首选诊断方法为利用血清和脑脊液标本

进行乳胶凝集试验或酶联免疫吸附测定"NM:R.N-

10M_NJ 0..UM9;9PVNMQ/;;/R#,C@>=$检测隐球菌荚膜

多糖抗原试验& 军团菌肺炎的检测可利用尿液军团

菌抗原
!

型检测与痰样本琼脂培养相结合做出诊

断(A)

& 尿液中肺炎链球菌抗原的新型免疫层析测

定法#用于肺炎链球菌肺炎的诊断#值得注意的是鉴

于很多患者在样本检测时已经开始了抗生素治疗#

样本中很可能培养不出细菌但体内抗原尚存#因此

抗原检测法在此方面弥补了染色镜检法和传统培养

法的不足(A#$")

&

$ $̂ Â!培养法!痰样本和支气管灌洗液样本一般

在血平板'巧克力平板'麦康凯平板等接种培养#如

同时怀疑血流感染#采用血培养瓶中培养病原体&

临床也可以针对不同病原微生物选用特殊培养基#

利用 (̀&,选择性培养基培养呼吸道分泌物是军团

菌感染检测的金标准#特异性很高#但灵敏度不高

"4#\ ]%#\$

($")

#此外# (̀&,也可以用于诺卡菌的

培养& 对于诊断侵袭性曲霉菌病最明确的方法就是

从正常无菌部位获得样本的阳性培养结果#一般选

用沙氏培养基#但灵敏度较低&

$ $̂ 3̂!血清学鉴定!指利用免疫学试验的方法和

原理#用已知病原微生物的抗原检测患者体内有无该

病原的抗体来诊断是否感染#临床常用操作方法有补

体结合试验"89.O1N.NMQS0Y/Q09M QN;Q#('?$',C@>='

颗粒凝集试验'荧光抗体试验"S1U9PN;8NMQ/MQ0V9JR#

'=$等& 病原体特异性抗体通常在初次感染后 " 周

左右出现#即可通过血清学检测& 在引入分子生物

学检测之前#病毒性呼吸道感染的主要诊断方法主

要是基于血清学#包括检测大量抗体升高与补体结

合试验(3)

& 非典型微生物如支原体'衣原体等的鉴

定#提示上述微生物之一感染最可靠的血清学证据

需要急性期和恢复期血清样本之间的免疫球蛋白I

抗体滴度增加 3 倍($")

& 总体而言#对于呼吸道感染

的病原学诊断#随着分子生物学的广泛开展#抗体检

测的价值在不断弱化&

$ $̂ 4̂!质谱分析法!基质辅助激光解吸电离飞行

时间质谱 "./QP0Y-/;;0;QNJ 1/;NPJN;9POQ09M 09M0:/Q09M

Q0.N-9S-S10T<Q./;;;ON8QP9.NQPR#B=CD@-?E'B>$主

要用于临床培养阳性菌株的菌种鉴定#包括细菌与真

菌#特别是生长缓慢的慢生长分枝杆菌与多种真菌#

具有快速准确的优势(%#$A#$3)

& 但是 B=CD@-?E'B>

灵敏度有限#一般不用来直接检测呼吸道原始样本

中的病原微生物#无法缩短耗时的培养时间&

9:;5分子生物学检测方法

$ "̂ $̂!聚合酶链反应"O91R.NP/;N8</0M PN/8Q09M#F(G$
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检测!F(G主要有普通F(G'实时荧光定量F(G"PN/1-

Q0.NF(G#G?-F(G$与数字F(G& G?-F(G广泛用于

临床#了解的人较多& 数字F(G中应用最为广泛的

是微滴数字F(G#系统在F(G扩增前把测试样本分

割为无数水包油微滴#分割后每个微滴成为 $ 个独

立的F(G反应体系#理论上可以实现病原微生物的

绝对定量#极大地提升了 F(G灵敏度($4)

& 多数病

原微生物F(G的临床应用价值均得到证实!"$$当

样本量a$## ### 个微生物时#结核分枝杆菌复合群

的核酸探针的灵敏度和特异度可接近 $##\

(A)

%""$

流感病毒的检测#F(G以其高灵敏度和特异度'更大

的检测时间窗和快速周转时间#目前取代抗原检测成

为首选检测方法(A#%)

%"A$F(G对于呼吸机相关性肺

炎患者支气管肺泡灌洗液标本中耐甲氧西林金黄色

葡萄球菌".NQ<080110M-PN;0;Q/MQ>Q/O<R198988U;/UPNU;#

BG>=$与甲氧西林敏感的金黄色葡萄球菌".NQ<080110M-

;NM;0Q0XN>Q/O<R198988U;/UPNU;#B>>=$的检出具有极

好的预测值(A)

&

$ "̂ "̂!多重快速 F(G检测!主要应用多重引物#

针对不同的病原体核酸或耐药基因进行特异性扩增#

可以同时检测同一样本中的细菌'病毒'支原体等临

床常见病原体及其耐药基因($4)

#在欧美等发达国家

应用较多#例如 (UPNQ0;bMXXNP9F4#'cONPQ'N>NM;9P'

'01.=PP/R等平台#检测时间极短"如cONPQ检测呼吸

道病毒可在 A# .0M 内完成$#操作简便#但成本较

高($$)

& 目前多重检测的优点是增加了识别呼吸道

感染的微生物病原的机会#并且当存在合并感染时#

可以在单个时间点检测一种以上的病原体& 分子检

测到病毒不一定意味着感染#与受检者的状况以及

病原类别有关(3#$2)

& 多重 F(G的技术难点!"$$引

物与探针的设计#既要保持良好的灵敏性与特异性#

又要采用特殊的技术避免引物探针间的结合#同时#

还需要在操作平台上全自动完成样本处理'核酸提

取'扩增'结果判读等步骤#对于生产厂家而言的确

构成技术上的挑战& ""$多重F(G的靶标设计也是

重要的问题#设置项目过多#将临床罕见的病原纳

入#一方面增加了产品的设计难度#另一方面也会增

加医疗负担与患者承受能力& 对于多重 F(G的阳

性结果#应结合患者的具体情况'病原微生物的致病

性等综合判断& 如鼻病毒可在健康人鼻咽部定植#

而甲型流感病毒很少有这种情况&

$ "̂ Â!基于高通量测序技术的病原体核酸检测!

第二代测序技术" MNYQTNMNP/Q09M ;N6UNM80MT#HI>$

的发展#为临床感染性疾病诊断带来了突破性变革&

针对临床病原微生物的 HI> 检测主要采用基于宏

基因组二代测序技术".NQ/TNM9.08;MNYQTNMNP/Q09M

;N6UNM80MT#.HI>$

($) ]"#)

& .HI> 的主要原理是将

提取的病原微生物基因组DH=KGH=进行逆转录和

扩增#然后随机打断为小片段 DH=#再进行文库构

建和上机测序等实验流程#最终生成测序数据#由专

业人员进行数据分析和结果报告& 对于临床而言#

.HI>可以精准地分析患者样本全部微生物#这一

点对于感染性疾病的病原体研究具有极高的应用价

值& 对于细菌检测#.HI> 技术不仅可以定量明确

致病细菌#还可以获取致病菌的基因分型'耐药基

因'进化水平和感染途径等关键信息#指导临床病原

学诊断'疾病防治和疫苗研发())

& 对于病毒检测#

如新型冠状病毒#.HI> 可以准确获取病毒的亚型

以及耐药进化等信息#对于暴发性疫病的控制'检测

与疫苗研发有重要意义%对于真菌检测#它弥补了传

统培养方法检出慢'灵敏度低的不足#为临床快速检

出真菌提供了有力手段& 因此.HI>为检测临床样

本中存在的任何病原体'其抗生素耐药基因和新病

原体发现提供了一种无偏倚的方法($#$4#$*#"$ ]"A)

& 正

是基于以上特点#.HI> 近年来越来越多地用于临

床#临床遇到疑难感染'多重感染时#该技术的确解

决了很多疑难问题& 但是#.HI> 技术应用中也应

注意一些问题!"$$.HI> 在核酸提取的过程中#如

果有很多破壁困难的微生物#包括分枝杆菌#诺卡

菌#真菌中曲霉菌'毛霉菌'隐球菌'双相真菌等#破

壁都比较困难& 导致检测出序列数很低#临床高度

怀疑时#要采取其他的方法进行相关验证& ""$.HI>

的灵敏度较好#容易受环境微生物'工程菌'采集过

程不适当等因素的影响& 因为对于.HI>的报告要

合理解读#不可将所有列出的微生物当作病原微生

物处理("3#"4)

&

;5呼吸道感染病原体检测面临的挑战

呼吸道感染由许多病毒或细菌或真菌病原体引

起#目前国内的实验室对于常见细菌诊断而言可能技

术相对比较成熟#但对一些少见的细菌感染#比如结

核分枝杆菌'诺卡菌'非结核分枝杆菌'厌氧菌#诊断

能力尚有不足(*#"2)

& 此外#在真菌方面#除了传统真

菌培养#隐球菌采用隐球菌荚膜多糖抗原试验(")#"%)

'

曲霉菌采用半乳甘露聚糖"T/1/8Q9./MM/M#IB$试验

等提高了诊断率("*)

#但是在分子生物学诊断方面#

目前国内尚缺乏更好的手段& 新冠肺炎疫情之前#

国内很多医院对呼吸道病毒的检测能力较弱#常常

应用抗原快检方法#甚至选择价值不大但操作相对

*#$*
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方便的抗体检测方案& 疫情之后#国内很多二级及

以上医院均建立分子生物学实验室#这使得感染病

原通过分子生物学鉴定在未来成为可能& 同时#由

于呼吸道感染诊断的耗时长'手段落后#临床医师通

常根据经验处方使用广谱抗生素用于治疗感染#导

致患者对抗菌药物耐药性的出现和传播(3)

& 如肺

炎链球菌引起 (=F#发病急#进展快#可致患者死

亡#特别是儿科患者#传统的细菌涂片假阴性多见#

而培养'鉴定耗时长#且肺炎链球菌采集'转运'培养

过程中易死亡#培养阳性率低& 因此只有快速准确

诊断呼吸道感染的病原微生物#才能减少抗生素过

度使用并防止耐药率进一步增加#以达到最佳临床

管控结果&

<5总结及展望

显微镜检与培养手段在呼吸道感染尤其是免疫

功能低下呼吸道感染者样本诊断中发挥很重要的作

用#代表着传统病原体检测方法依然保持金标准的

水平#各方面性能也在不断改良%同时分子生物学检

测技术的进步展示了巨大前景#有望多方位弥补传

统检测方法在灵敏性'特异性及检测时间等各方面

的不足而成为新一代金标准& 新旧技术的结合将提

高我们更精确'更快速地检测引起肺炎的微生物的

能力& 可以预见#分子生物学检测技术推动下的呼

吸道病原体感染检测技术未来必然朝着高通量'自

动化的方向发展#成为感染性疾病诊断的主要方法&

就目前的技术来看#.HI> 尚不能解决快速病原诊

断的问题#多数需要 "3 < 甚至以上的时间#快速多

重F(G多数在 " < 内出结果#应用前景广泛& 但是#

多重F(G毕竟靶病原有限#对于临床疑难感染#.HI>

有更广阔的应用空间(A##A$)

&
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