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基因分型及耐药性分析!

王
"

蕾!李武平!刘
"

冰!孙惠英!宋向阳

"第四军医大学西京医院感染管理科!西安
()**+"

#

""

摘
"

要"目的
"

了解医院耐甲氧西林金黄色葡萄球菌"

,-#.

#的
#$$%&'

基因型别及耐药特征$方法
"

应用聚合酶链反应

"

/$-

#技术检测
,-#.

菌株的
%&'.

基因并对其进行分型!应用
012&32

法测试
,-#.

对万古霉素%替考拉宁%利奈唑胺%左氧氟

沙星和利福平
4

种药物的
,5$

值$结果
"

!"

株
,-#.

的
%&'.

基因全部阳性!

#$$%&'

!

型
!*

株!

#$$%&'

"

6

型
)

株!还有
)

株

用本实验方法未能分型$药敏试验显示所检菌株对万古霉素%替考拉宁和利奈唑胺均敏感!对左氧氟沙星和利福平的耐药率分别

为
7!89:

和
9"8+:

$结论
"

该院以
#$$%&'

!

型为主要流行类型!治疗
,-#.

仍首选万古霉素等糖肽类抗菌药物$

关键词"葡萄球菌!金黄色&
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分型&
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耐药性
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金黄色葡萄球菌$

#.Q

%是临床常见的病原菌之一#自

)7!)

年在英国首次分离出耐甲氧西林金黄色葡萄球菌$

,-1

#.

%以来#由其引发的院内感染率呈持续上升趋势'

)

(

)该菌致

病力强#可引起脓毒症及休克等严重并发症#死亡率高达

!+8!:

'

"

(

)目前对于
,-#.

的临床治疗仍首选糖肽类抗菌药

物#但由于该类药物的频繁使用#已有许多对糖肽类药物敏感

性降低的研究报道'

+

(

)现运用
/$-

技术对其
#$$%&'

基因进

行分型#并通过药敏试验了解
,-#.

药特征及耐药基因型别)

A

"

资料与方法

A8A

"

一般资料
"

西京医院
"*))

年
)

#

!

月临床送检的住院患

者各种标本的非重复菌株#共
!"

株#全部为
,-#.

#其中痰液

4+

株#伤口或创面分泌物
9

株#血液
)

株)质控菌株
.?$$

"47"+

为该院检验科保存)

A8B

"

仪器与试剂
"

/$-

扩增仪*普通琼脂糖凝胶电泳仪和凝

胶成像仪均为
R<@1C6F

公司产品)药敏纸片购自英国
SP@<F

公

司#细菌基因组
TU.

提取试剂盒*

"V?6

W

,632&C,<P

和
)**

D

G

TU.N6FF&C

$最亮条带为
4**D

G

%均为天根生化科技$北

京%有限公司产品#溶血葡萄球菌酶购自生工生物工程$上海%

有限公司)

A8C

"

/$-

引物
"

#$$%&'

分型引物均参照文献'

"

(由西安沃

尔森生物技术有限公司合成)见表
)

)

A8D

"

方法

A8D8A

"

TU.

模板的制备
"

将试验菌株接种于羊血平板上#置

于
+(X

恒温孵箱中过夜孵育#挑取单克隆菌落于
4%NNR

培

养液中#于
+(X

恒温摇床过夜摇菌#吸取
*84%N

菌液于离心

管中#

)"***C

"

%<=

离心
)%<=

#离心半径
9'%

#弃上清液#加入

)9*

$

N

溶血葡萄球菌酶缓冲液#置于
+(X

水浴箱中水浴
)*

%<=

#然后按细菌
TU.

提取试剂盒说明书的第
+

步开始提取

TU.

#将
TU.

液保存于
Y"*X

冰箱备用)

A8D8B

"

/$-

扩增体系及条件
"

/$-

反应体系为
"4

$

N

#其中

"V?6

W

,632&C,<P)"84

$

N

#

TU.

模板
)

$

N

#引物各
)

$

N

#最

后用灭菌双蒸水补足
"4

$

N

)

/$-

循环基本条件为
7>X

预变

性
4%<=

&然后
7>X

变性
>43

#

44X

退火
>43

#

("X

延伸
7*3

#

+4

个循环#最后
("X

延伸
)*%<=

)反应结束后#将
/$-

产物

保存于
>X

冰箱中#配制
):

琼脂糖凝胶#取
!

$

N

产物加入其

中#

)"*M

电泳
+*%<=

#使用凝胶成像仪观察结果并拍照保存)

其中
.?$$"47"+

作为阴性对照)

A8D8C

"

/$-

产物纯化及测序
"

测序要求
/$-

体系为
4*

$

N

#

由天根生化科技$北京%有限公司完成)

A8D8D

"

药敏试验
"

采用
012&32

法对万古霉素*替考拉宁*利奈

+

7!(

+

国际检验医学杂志
"*)"

年
>

月第
++

卷第
(

期
"

5=2ZN6D,&F

!

.

G

C<E"*)"

!

M@E8++

!
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唑胺*左氧氟沙星和利福平进行药敏试验)

表
)

""

%&'.

和
#$$%&'

基因扩增引物序列

基因型号 引物序列
产物大小

$

D

G

%

浓度

$

$

%@E

"

N

%

#$$%&'

%

1\

#$$%&'

%

1-

]$???...].]?]?$]??.$.]]

]??$?$?$.?.]?.?].$]?$$

!)+ *8*>9

#$$%&'

&

1\

#$$%&'

&

1-

$]??]..].?].?]..]$]

$]...?$..?]]??..?]].$$

+79 *8*+"

#$$%&'

!

1\

#$$%&'

!

1-

$$.?.??]?]?.$].?]$]

$$??.]??]?$]?..$.].?$]

"9* *8*>*

#$$%&'

"

61\

#$$%&'

"

61-

]$$??.??$]..]...$$]

$?.$?$??$?]....]$]?$]

((! *8)*>

#$$%&'

"

D1\

#$$%&'

"

D1-

?$?]]..??.$??$.]$?]$

...$..?.??]$?$?$$$?$

>7+ *8*7"

#$$%&'

"

'1\

#$$%&'

"

'1-

.$..?.???]?.??.?$]].].]$

??]]?.?].]]?.??]$?]]

"** *8*(*

#$$%&'

"

F1\

#$$%&'

"

F1-

$?$....?.$]].$$$$..?.$.

?]$?$$.]?..??]$?...]

99) *8"9*

#$$%&'

'

1\

#$$%&'

'

1-

]..$.??]??.$??...?].]$]

?]...]??]?.$$$??].$.$$

)>( *8*>!

,&'.1\

,&'.1-

]?]..].?.?.$$..]?].??

.?]$]$?.?.].??]...]].?

)>( *8*>!

B

"

结
""

果

B8A

"

菌株分布特征
"

所有检出
,-#.

的患者中#男性为
>7

例$

(78*:

%#女性为
)+

例$

")8*:

%)

!*

岁及以上者有
+*

例

$

>98>:

%)分布前
+

位的科室分别为神经外科
5$Q)*

例

$

)!8):

%#神经内科
5$Q7

例$

)>84:

%#骨科
!

例$

78(:

%)

图
)

""

%&'.

基因扩增电泳结果

图
"

""

#$$%&'

!

基因扩增电泳结果

B8B

"

基因类型检测
"

!"

株
,-#.

的
%&'.

基因均为阳性#其

中
)

株出现
((!D

G

条带#

)

株未分出型别#其余
!*

株全部出现

"9*D

G

条带#各型别经测序后与
]&=&R6=̂

上进行比对#证实
)

株为
#$$%&'

"

6

型#其余为
#$$%&'

!

型)见图
)

#

+

)

图
+

""

#$$%&'

"

6

基因扩增电泳结果

B8C

"

药敏试验结果
"

!"

株
,-#.

对
4

种抗菌药物的
,5$

值

见表
"

)

表
"

""

!"

株
,-#.

对
4

种抗菌药物的
,$5

值#

$

B

$

%N

%

抗菌药物
,5$

4*

,5$

7*

耐药株数$

#

% 耐药率$

:

%

万古霉素
)8* "8* * *

替考拉宁
>8* >8* * *

利奈唑胺
)8* "8* * *

左氧氟沙星
)!8* !>8* !*8* 7!89

利福平
"4!8* "4!8* 4)8* 9"8+

C

"

讨
""

论

,-#.

引起感染的难治性表现为其多重耐药性#而产生

多重耐药的原因主要是由染色体介导的青霉素结合蛋白

/R/"6

所致#

%&'.

基因是
/R/"6

的编码基因#其能携带有多

种抗菌药物的耐药基因#是
,-#.

的主要耐药因子'

>

(

)同时

,-#.

还可以从肠球菌属中获得耐药质粒#进一步扩大和增

强了其耐药性'

4

(

)

%&'.

基因存在于
#.Q

染色体盒$

#$$1

%&'

%上#

#$$%&'

为一移动的基因序列#其可以作为
%&'

基因

在葡萄球菌菌株间水平传播的载体#使
,-#.

得以传播#同时

#$$%&'

还可以整合除
%&'

基因以外的许多耐药基因)此外#

,-#.

的耐药机制包括两种基本形式#一是由质粒介导产生

大量
(

1

内酰胺酶的获得性耐药&另一种是由耐药基因介导的固

有耐药性#这两种机制导致
,-#.

广泛耐药'

!

(

)

目前报道
#$$%&'

主要有
4

种类型#分别为
#$$%&'

%#

#$$%&'

'

型'

(

(

)日本和韩国的
,-#.

流行株主要携带
#$$1

%&'

&

#除此以外#亚洲地区其他国家主要以携带
#$$%&'

!

的

流行株'

9

(

)本试验为该院首次对
,-#.

的
#$$%&'

基因进行

分型#在所检测的
!"

株
,-#.

中#

#$$%&'

!

型占
!*

株

$

7!8(:

%#是主要流行类型)本研究药敏试验结果显示#所有

菌株对万古霉素*替考拉宁和利奈唑胺均敏感#对左氧氟沙星

和利福平的耐药率分别为
7!89:

和
9"8+:

#在临床治疗
,-1

#.

引起的感染时仍首选万古霉素#但由于临床抗菌药物的不

合理使用#近年来已出现对万古霉素耐药的菌株'

7

(

)因此#需

防止盲目地经验性用药而出现耐万古霉素的菌株)

社区获得性
,-#.

$

$.1,-#.

%由于具有高毒力*高致病

性的特点#且多感染健康人群#可能出现致死性后果#已成为目

前临床研究的重点'

)*

(

)而在中国关于
$.1,-#.

的报道相对

较少#杭州地区两家大型综合医院
"

年中共分$下转第
((+

页%

+

*((

+

国际检验医学杂志
"*)"

年
>

月第
++

卷第
(

期
"

5=2ZN6D,&F

!

.

G

C<E"*)"

!

M@E8++

!

U@8(



液被
QQ

感染后#绝大部分精子的头部*体部和尾部有颗粒物

吸附物#严重卷曲畸形#影响精子的活动能力&颗粒物吸附物还

遮盖精子头部识别卵细胞的部位#影响受精能力'

7

(

)

QQ

感染

睾丸组织后#睾丸的生精功能降低#并且可使精母细胞空泡化#

干扰曲精管内精子的发生及成熟#从而引起精子密度明显减

少#畸形率明显增加#这可能是导致男性不育的主要原因之

一'

)*

(

)

表
+

表明男性不育症患者
$?

感染阳性组精子密度*活

力*活率及运动参数低于阴性组#差异有统计学意义$

C

#

*8*4

%#但畸形率与阴性组比较差异无统计学意义$

C

$

*8*4

%)

$?

侵袭睾丸和附睾#能使精子形态异常#破坏精子膜和顶

体'

))

(

)

0E&

I

等'

)"

(的研究表明男性生殖道
$?

感染会导致精子

密度减低*活力减小#并干扰精子成熟)但
$?

感染后#一般症

状较轻#若治疗不及时*彻底#可呈慢性感染而导致不育)

表
>

表明
U]

感染阳性组患者与阴性组液化时间*精子密

度*存活率*精子活力比较#差异有统计学意义$

C

#

*8*4

%#精

子形态学两组间比较#差异无统计学意义$

C

$

*8*4

%)

U]

感

染可能是男性不育的原因之一!$

)

%

U]

感染男性尿道*输精管

后#借助其表面的菌毛黏附在上皮细胞#并进行繁殖#进而进入

上皮细胞内增殖破坏上皮细胞#使基底膜增厚而导致输精管上

皮的生精细胞减少#精子成熟受到抑制)$

"

%

U]

感染和死亡

后排出内毒素导致输精管炎#坏死黏膜及其周围组织形成瘢痕

引起输精管道堵塞)
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