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目的"探讨宏基因二代测序#
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$技术对脊柱感染病原学诊断的价

值'方法"回顾性分析
!"$=

年
$

月至
!"$9

年
$!

月复旦大学附属中山医院收治的
!&

例疑似脊柱感染患者的病例资料!采用常

规微生物培养法和
;[IQ

技术检测脊柱组织标本'结果"

;[IQ

总体检测阳性率高于常规培养法#
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平均耗时
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!明显短于常规培养法的平均天数
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'脊柱感染主要检出病原体为结核分枝杆菌"金黄色葡萄球菌"大

肠埃希菌'结论"

;[IQ

能够快速检测脊柱感染病原体!为临床早期精准治疗提供重要的病原学依据'
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脊柱感染包括脊椎骨髓炎"椎间盘炎和硬膜外

脓肿!常由远处病灶血行播散至一个或多个椎体引

起+

$

,

'感染可累及邻近椎间隙!也可在手术+

!

,或椎

间隙注射后发生!或从邻近软组织邻接播散而来'

脊柱感染是引起腰背痛的潜在原因之一!虽然临床

发病率不高!但一旦发生!如不及时和恰当治疗!将

造成破坏性的损害'

导致脊柱感染最常见的病原体为金黄色葡萄

球菌!其他病原体包括大肠埃希菌"念珠菌"链球

菌"结核分枝杆菌"布鲁菌等+

%

,

'目前脊柱感染病原

体的检测方法主要基于病史联合血培养或血清学

检测结果!但阳性率普遍较低!不利于疾病的早诊

早治'宏 基 因 二 代 测 序 #
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$技术是新兴的病原

体检测手段!已被广泛应用于血液+
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"呼吸道标

本+
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,

"脑脊液+
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,

"人工关节标本+

$"#$$

,等多种标本的

检测!取得了显著成效!但目前缺乏其在脊柱感染

病原学诊断中的应用分析'因此!本研究以疑似脊

柱感染患者为研究对象!采用常规微生物培养法和

;[IQ

技术检测脊柱感染组织标本!对比诊断效

能!探讨
;[IQ

对脊柱感染病原学诊断的价值'
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资料与方法
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研究对象
!

选取
!"$=

年
$

月至
!"$9

年
$!

月复旦

大学附属中山医院收治的疑似脊柱感染患者!共
!&

例'

纳入标准%年龄大于
$&

周岁*临床怀疑脊柱感染*进行

(6

引导下脊柱病灶穿刺或脊柱手术*留取穿刺或手术

组织*病理排除肿瘤性疾病*骨组织匀浆行
;[IQ

检测

及常规微生物培养'排除标准%穿刺或手术组织匀浆太

少仅行常规微生物培养!未送组织行
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'本研究经

复旦大学附属中山医院伦理委员会审核批准#
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$!所有患者均知情并签署知情同意书'

$'!

!

常规微生物学培养
!

研磨穿刺组织标本成组

织匀浆!分别接种于血琼脂平板"巧克力平板行细

菌培养!接种于念珠菌显色平板"沙式葡萄糖琼脂

培养基#

Q?H

$平板行真菌培养!分枝杆菌培养系统

#

DIA698"

$进行分枝杆菌培养'
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样本处理及
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提取
!

穿刺组织标本经研

磨成组织匀浆!取
"'8

"

"'G;]

匀浆!经玻璃珠混合

震荡后按照
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-
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提取试剂盒#

?̂%$8

!天

根生化科技有限公司!中国$步骤提取
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'
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!

文库构建和测序
!

采用
H
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生物

分析仪#

H

1

07+.4

!美国$质控文库插入片段大小!采

用
d3L04/,?[HNQ

分析试剂盒#

65+*;)E0,5+*

!

美国$质控
?[H

文库浓度!经环化形成单链环形结

构'环化后的文库经滚环复制生成
?[H

纳米球

#

?[H.2.)L277

!

?[a

$'制备好的
?[a

加载到测

序芯片!采用
aIAQ:d#B"

高通量台式测序系统#深

圳华大基因科技有限公司!中国$进行测序'

$'%'%

!

数据分析
!

测序数据下机后去除低质量的

和长度小于
%BL

-

的数据以获得高质量的数据'通

过
aXH

#

:55
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&$比对!

将高质量数据中比对人参考基因组序列的数据去

除'剩余数据在去除低复杂度序列后与专用的微

生物大数据库比对!并将比对后的数据按照病毒"

细菌"真菌和寄生虫等进行分类和排列'
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阳性标准
!

细菌%种水平覆盖度为其他任

何微生物
$"

倍以上#结核分枝杆菌复合群严格比对序

列数至少
$

条$*真菌%种水平覆盖度为其他真菌
B

倍

以上*病毒%种水平覆盖度为其他病毒
B

倍以上'

$'B
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统计学处理
!

采用
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及
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处理数据'计量资料以
(
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表示!计数

资料以
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结
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果
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一般资料分析
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疑似脊柱感染患者共
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例!

男性
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例!女性
G

例*年龄
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岁!平均年龄为
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$岁!红细胞沉降#
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反应蛋白#
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阳性率比较
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结果#图
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$显示%共
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例样本!
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阳性结果
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例!符合临床诊断的结果
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例!

!

例不确定!符合临床诊断的阳性率
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#

$B
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例因穿刺标本有限!仅送
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检测!未送常规微生物

培养'常规微生物培养
G

例阳性结果!阳性率为
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检测时间比较
!

结果#图
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$显示%
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平

均检测时间为
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!明显低于常规培养的检出

平均时间
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'
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病例检测结果与临床诊断符合情况
!

结果

#图
!

$显示%符合临床诊断的
$B

例患者中结核分枝

杆菌
8

例!金黄色葡萄球菌
B

例!大肠埃希菌
!

例!

马尔尼菲蓝状菌
$

例!诺卡菌
$

例'常规培养阳性

共
G

例!其中
8

例与
;[IQ

结果一致!

$

例培养结果

为野油黄单胞菌#考虑污染可能性大$'

图
6
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常规微生物培养法和
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的阳性率$

/

%和检测时间$
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%比较
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图
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例病例样本检测结果与临床诊断符合情况

DQQH

%甲氧西林敏感的金黄色葡萄球菌*

6#Q̂@6

%结核菌感染
6

细胞斑点试验*

:aZ

%

:a

病毒

!'&

!

典型病例简介
!

在常规微生物培养结果阴性

情况下!

;[IQ

额外检出
9

例符合临床意义的病原

体!其中结核分枝杆菌
&

例!金黄色葡萄球菌
%

例!

大肠埃希菌
$

例!诺卡菌
$

例'现将其中
%

例典型

病例报告如下'

!'&'$

!

典型病例
6̂8

!

男性!

8$

岁!

$$

个月前确

诊肺结核!至今仍处于治疗中'

9

个月前开始胸背

痛!胸椎
DFA

平扫#图
%H

$示
6

9

椎体楔形变!

6

=#9

椎体信号异常!

6

!

抑脂高信号!

6

$

XA

呈低信号!临

近软组织稍肿胀!信号高'

(6

引导下穿刺未见肉

芽肿及凝固性坏死!抗酸染色阴性*胸部
(6

#图

%H

$示右肺上叶结节病灶伴纤维条索影'入院前胸

椎
DFA

平扫#图
%a

$示
6

9

椎体明显楔形变!

6

=#9

椎

体信号异常!

6

!

抑脂呈高信号!

6

$

XA

呈低信号!邻

近软组织肿胀"信号增高!

6

=#9

椎间盘内见斑片状长

6

!

XA

信号影!椎体边缘见骨质增生征象'抗结核

过程中!脊柱病灶逐渐增大并出现压迫症状!曾穿

刺培养!但无结核证据'脊柱穿刺组织液的细菌"

真菌"分枝杆菌培养结果均为阴性!脊柱组织经

;[IQ

检出结核分枝杆菌复合群
!

条'

!'&'!

!

典型病例
6̂!"

!

男性!

$B

岁!腰痛
!

月就

诊!炎症标志物升高不明显!结核菌感染
6

细胞斑点

试验#

6#Q̂@6

$结果为阴性'腰椎病灶穿刺病理仅提

示慢性炎症伴纤维组织增生'腰椎
DFA

#图
&H

$示
]

%

下缘"

]

&

椎体上缘骨质破坏!伴局部骨质硬化!腰
]

%#&

椎间隙变窄!邻近腰大肌未见明显肿大及异常强化灶'

该患者影像学不排除结核但依据不足!外院仍建议抗

结核治疗!且用药后消化道副反应明显'穿刺组织

;[IQ

检出诺卡菌属!为该患者提供了重要的病原学

依据!抗诺卡菌治疗后复查
DFA

#图
&a

$明显好转'

图
:

!

UEG

脊柱结核合并肺结核影像学资料

!!

H

%

)

个月前胸椎
DFA

平扫#上$和胸部
(6

#下$*

a

%入院前胸

椎
DFA

平扫#上$和
6

%#)

椎间盘
(6

#下$

图
;

!

UE9A

诺卡菌脊柱感染治疗前后腰椎
7P!

图像

H

%治疗前腰椎
DFA

*

a

%抗诺卡菌治疗后复查
DFA
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!

典型病例
6̂!&

!

男性!

8=

岁!因发热待查

收治入院!外院曾血培养示大肠埃希菌'入院后炎

症标志物升高!多次血培养结果均阴性!血
;[IQ

检出大肠埃希菌序列'因无法确定脊柱病灶是否

可用大肠埃希菌血流感染一元论解释!行
(6

引导

下胸椎病灶穿刺!病理结果示%部分为骨组织!骨组

织中骨小梁间可见增生纤维组织"骨髓造血组织!

其部分区可见大量中性粒细胞及嗜酸粒细胞浸润!

倾向急性炎症'

:̂6

&

(6

#图
BH

"

Ba

$示
]

%

椎体及

]

&

椎体后部见溶骨性骨质破坏伴糖代谢异常增高!

最大标准摄取值#

QOZ

值$分别约为
$B'!

和
$&'&

*

腰椎
DFA

#图
B(

$示
]

%

信号异常!

6

$

XA

呈稍低信

号!

6

!

XA

呈不均匀稍高信号!显著强化!

]

&

椎体见

可疑类似信号!椎管前缘局部强化'骨组织
;[IQ

检出大量大肠埃希菌序列#种严格序列数
=$$8

条$'

图
<

!

UE9;

大肠埃希菌脊柱感染腰椎
UFE

&

=E

及
7P!

图像

H

%

(6

图像*

a

%

:̂6

图像*

(

%

DFA

图像

:

!

讨
!

论

脊柱感染发病率低!感染病科"骨科及影像科

医生很难将其与非感染性疾病区分!且很难鉴别感

染病原体!更多会经验性抗感染治疗'

;[IQ

是一

种非培养技术!能够快速全面地检测病原体!之前

研究+

$!

,结果也显示!

;[IQ

具有更高的病原体鉴定

灵敏度!且受抗生素暴露影响小'

对于难以诊断的脊柱感染病例!诊断性穿刺活

检是确诊并鉴别诊断的最佳方案'但有研究+

$%

,显

示!经
(6

引导下穿刺的阳性率为
&GW

"

$""W

'

但若穿刺前接受过抗感染治疗!活检微生物结果可

能会出现假阴性'本研究结果也显示!组织病理诊

断缺乏特异性!对结核"真菌等感染部分可有肉芽

肿改变"抗酸染色或过碘酸希夫染色#

ĤQ

$"六胺银

染色阳性的结果!但对于细菌性感染组织学可能并

无特异性改变!只表现为炎症细胞浸润或脓肿形成'

本研究结果显示!

;[IQ

的总体阳性率高于常

规培养#

8!'BWB8%"'"W

$!检出病原体主要为结核

分枝杆菌!骨结核在肺外结核中发病率约为

$"W

+

$&

,

'本研究检出率高可能与中国结核患者基

数大及本病区收治病种有关'其次为金黄色葡萄

球菌"大肠埃希菌!细菌性病原体的检出情况与既

往文献报道+

!

,相符'分枝杆菌及其他细菌的

;[IQ

检出率都高于常规培养!且检测时间上存在

明显优势!

%8

"

&=5

即可取得结果!而分枝杆菌培

养"真菌培养通常耗时较长!阳性率低!故
;[IQ

在

检出阳性率及检出时间上均有优势'以往研究+

$B

,

显示!对于培养阳性率低或培养时间长的病原体!

;[IQ

检测具有优势!与本研究结论一致'图
!

中

;[IQ

与临床诊断情况相符的患者中!在疾病诊治

早期!

;[IQ

为治疗方案的决策提供了非常重要的

依据'

;[IQ

因其具有无靶病原检测的特性!理论上

可检测样本中所有微生物信息!可能检出多种病原

体!也可能出现检出多种病原体但无法确定致病病

原体或无法确定是否与临床相符的情况+

$8

,

'例如

6̂%

脊柱骨折术后发热患者!

;[IQ

检出大量人葡

萄球菌"表皮葡萄球菌"丙酸痤疮杆菌和少量非结

核分枝杆菌!此时还需要结合临床资料及有经验的

感染病科医生来综合决策'本研究中有
%

例结核病

例出现假阴性的情况!可能与结核分枝杆菌为胞内

菌!目前破壁技术局限有关'

综上所述!

;[IQ

能够快速检测脊柱感染病原

体!为临床早期精准治疗提供重要的病原学依据'
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FÔ ĝ:

!

]HMHF:ZA(Z

!

IAFHF? D

!

+427'(70.0>27

;+42

1

+.);0>,)KL).+2./

C

)0.40.K+>40).,

%

2

-

*))K)K>).>+

-

4

,43/

<

+

Y

,

'Q>0F+

-

!

!"$G

!

G

#

$

$%

GG$='

+

$$

,

!

6N@:[?:] D Y

!

Y:FH]?@ ^ F

!

IF::[X@@?#

dOHA[6H[(:`:

!

+427'A/+.40K0>240).)K

-

*),45+40>

C

)0.4

0.K+>40).

-

245)

1

+.,3,0.

1

2,5)4

1

3.;+42

1

+.);0>,2

--

*)2>5

+

Y

,

'(70.A.K+>4?0,

!

!"$=

!

8G

#

9

$%

$%%%#$%%='

+

$!

,

!

DAH@ d

!

DH b

!

XH[I d

!

+427' D0>*)L0)7)

1

0>27

/02

1

.),40>

-

+*K)*;2.>+ )K ;+42

1

+.);0> .+V4#

1

+.+*240).

,+

U

3+.>0.

1

S5+.2

--

70+/4)>70.0>27

-

*2>40>+

+

Y

,

'(70.A.K+>4

?0,

!

!"$=

!

8G

#

,3

--

7

2

!

$%

Q!%$#Q!&"'

+

$%

,

!

EH[6@[A D

!

6F:(HFA(NA: D

!

F@QQAa

!

+427'

:

-

0/+;0)7)

1

0>27 2./ >70.0>27 K+243*+, )K

-<

)

1

+.0>

,

-

)./

<

7)/0,>040,

+

Y

,

':3*F+PD+/ 5̂2*;2>)7Q>0

!

!"$!

!

$8

Q3

--

7!

%

!#G'

+

$&

,

!

O.04+/Q424+,(+.4+*,K)*?0,+2,+().4*)72./ *̂+P+.40).'

F+

-

)*4+/43L+*>37),0,0.45+O.04+/Q424+,

!

!"$8

+

:a

&

@]

,

'

#

!"$=#"%#!9

$+

!"!"#"%#"%

,

544

-

,

%&&

SSS'>/>'

1

)P

&

4L

&

,4240,40>,

&

*+

-

)*4,

&

!"$8

&

-

/K,

&

!"$8

2

Q3*P+0772.>+E377F+

-

)*4'

-

/K'

+

$B

,

!

MNH[IN(

!

HAYX

!

(OA^

!

+427'A.>*+;+.427P273+)K

;+42

1

+.);0>.+V4

1

+.+*240).,+

U

3+.>0.

1

K)*45+/02

1

.),0,)K

,3,

-

+>4+/K)>270.K+>40).0.2/374,

+

Y

,

'YA.K+>4

!

!"$9

!

G9

#

B

$%

&$9#&!B'

+

$8

,

!

(NAO(b

!

DA]]:FQH'(70.0>27;+42

1

+.);0>,

+

Y

,

'[24

F+PI+.+4

!

!"$9

!

!"

#

8

$%

%&$#%BB'

!本文编辑"

!

翟铖铖!贾泽军

*&!

!

中国临床医学
!

#$#$

年
%

月
!

第
#&

卷
!

第
'

期
!!

(50.+,+Y)3*.27)K(70.0>27D+/0>0.+

!

#$#$

!

Z)7'#&

!

[)''


