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金黄色葡萄球菌耐药性的临床检测及耐药机制分析"
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摘
!

要"目的
!

了解本院临床分离的
*(

株金黄色葡萄球菌的耐药情况和耐药基因的流行情况!分析其耐药机制&方法
!

采

用
XU"Y]%8D9;

B

<D@

全自动细菌鉴定仪及配套鉴定卡'药敏卡对细菌进行鉴定及药敏试验$头孢西丁纸片扩散法筛选耐甲氧西

林金黄色葡萄球菌"

W,Z!

%$应用聚合酶链反应"

#Q,

%检测其可能的耐药基因&结果
!

*(

株金黄色葡萄球菌对青霉素'红霉素'

庆大霉素的耐药性较强!分别为
1$&%+3

'

*+3

和
/$&%+3

!对利奈唑胺'万古霉素'替考拉宁'替加环素敏感率为
$((3

!共筛查出

W,Z!

菌株
%%

株!占
%/&+3

$

_

实验共筛查出
$)

株诱导型耐药株$携带耐药基因者共有
+/

株!占
/$&%+3

"

+/

)

*(

%!共检测出
2

个耐药基因&其中
%$

株"

%2&%+3

%同时携带
?=;N

和
<<D

"
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%)
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B

A

"
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种耐药基因$

1

株"

$$&%+3

%同时携带
?=;!

'

;?D!

'

M
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种耐药基因!且该
1

株均为
W,Z!

$

$)

株"

$2&%+3

%仅携带
?=;Q$

种耐药基因&结论
!

金黄色葡萄球菌对青霉素'红霉素'庆大霉

素耐药率高!同时携带多种耐药基因!临床应加强耐药基因检测!合理选择抗菌药物&

关键词"金黄色葡萄球菌$
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耐药性$
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耐药机制$
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基因
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金黄色葡萄球菌在自然界和人类皮肤表面分布广泛#可产

生多种毒素以及侵袭性酶等毒力因子#是临床常见的一种致病

菌#可导致皮肤组织感染(败血症和医院内感染等#危及患者生

命健康)

$

*

'近年来#世界各地对耐甲氧西林金黄色葡萄球菌

$

W,Z!

&感染率和分离率不断增高#使其对各种抗菌素的耐药

性逐渐增强#对临床用药的选择带来诸多问题#影响临床治疗

效果)

%

*

'为了进一步了解本院金黄色葡萄球菌的分布情况及

其耐药机制#笔者对临床标本分离的
*(

株金黄色葡萄球菌进

行了分析和检测#现将结果报道如下'

@

!

材料与方法

@&@

!

材料

@&@&@

!

菌株来源
!

%($(

年
$

月至
%($'

年
2

月本院住院患者

送检标本分离得到的金黄色葡萄球菌
*(

株#主要来源于痰液(

脓液(血液(渗出液(尿液等'菌株科室分布为!

UQ.

病区
$%

株#感染病区
$$

株#血液病区
/

株#肾脏病区
/

株#其他科室来

源
%)

株'质控菌株为金黄色葡萄球菌
!"QQ%+1%)

#由卫生

部临床检验中心提供'

@&@&A

!

主要试剂
!

血平皿培养基购自珠海迪尔生物有限公

司%水解酪蛋白$

W8P

&平板由广东江门凯林公司生产%药敏纸

片购自北京天坛药物生物技术开发公司%

#Q,

引物由上海
578

H5@=9

K

?7

生物技术公司合成%琼脂糖购自碧云天生物技术

公司'

@&A

!

方法

@&A&@

!

菌株鉴定
!

根据,全国临床检验操作规程-第三版常规

方法操作步骤鉴定菌株'根据形成的菌落形态(革兰染色和凝

固酶等试验方法#使用
X5@?b8%D9;

B

<D@

全自动细菌鉴定系统

进行鉴定)

)

*

'

@&A&A

!

药物敏感试验
!

采用琼脂纸片扩散法$

]8N

法&进行体

外药物敏感试验#根据美国临床实验室标准委员会$

Q-ZU

&

%($(

年版操作指南对结果进行判定)

'

*

'

@&A&B

!

W,Z!

筛查
!

将浓度为
(&+

麦氏单位的待测样本菌

液和质控菌液分别涂布于
W8P

平板#贴苯唑西林和头孢西丁

纸片#

)+e

孵育
%'A

'根据
Q-ZU

指南
%($(

年版标准判断结

果!头孢西丁抑菌环直径
&

%$;;

为耐药#

$

%%;;

为敏感%

苯唑西林抑菌环直径
&

$(;;

为耐药#

$

$);;

为敏感#两者

中只要有一株为耐药即为
W,Z!

'

+

/21$

+

国际检验医学杂志
%($+

年
/

月第
)2

卷第
$'

期
!

U7@V-<FW?I

!

V:C

G

%($+

!

X9C&)2

!

R9&$'

"

基金项目!

%($)

年梅州市科技计划项目$

%($)N$%$

&'

!

作者简介!古汉福#男#主管检验师#主要从事临床微生物学检验研究'
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!

_

试验
!

根据
Q-ZU

指南
%($(

年版操作方法#将浓度

为
(&+

麦氏单位的菌液均匀涂布于
';;

厚
W8P

平板上#间

隔
$+

!

%+;;

分别贴上红霉素纸片和克林霉素纸片#

)+e

培

养
$2

!

$*A

'结果判定!当克林霉素纸片在靠近红霉素纸片一

侧呈现大写.

_

/现象时#即为
_

试验阳性#表示诱导型克林霉

素耐药试验阳性%若克林霉素纸片呈圆形#即为
_

试验阴性'

用质控菌株
!"QQ%+1%)

进行验证#克林霉素和红霉素对质控

菌株的抑菌环均在
Q-ZU

允许范围内'

@&A&I

!

基因检测
!

采用煮沸法提取金黄色葡萄球菌基因组

_R!

#

#Q,

扩增反应体系终体积为
%+

%

-

'循环参数为!

1'e

预

变性
+;57

#

1'e

变性
)(6

#

++e

退火
)(6

#

/%e

延伸
)(6

#共循

环
)(

次#

/%e

终延伸
1;57

'

#Q,

扩增产物送上海
57H5@=9

K

?7

公司纯化并测序#序列比对应用
?̀7N<7b

在线数据库比对工具

N-!Z"7

'

A

!

结
!!

果

A&@

!

药敏试验结果
!

本组的
*(

株金黄色葡萄球菌对青霉素(

红霉素(庆大霉素的耐药性较强#耐药率超过
/(3

#对利奈唑

胺(万古霉素(替考拉宁(替加环素敏感率为
$((3

#具体药敏

试验结果见表
$

'

表
$

!!

*(

株金黄色葡萄球菌的药敏试验结果%

$

#

3

$&

抗菌素名称 敏感 中介 耐药

青霉素
%

$

%&+(

&

+

$

2&%+

&

/)

$

1$&%+

&

苯唑西林
$'

$

$/&+(

&

%'

$

)(&((

&

'%

$

+%&+(

&

红霉素
)

$

)&/+

&

1

$

$$&%+

&

2*

$

*+&((

&

庆大霉素
$*

$

%%&+(

&

+

$

2&%+

&

+/

$

/$&%+

&

四环素
++

$

2*&/+

&

(

$

(&((

&

%+

$

)$&%+

&

复方磺胺甲唑
+2

$

/(&((

&

(

$

(&((

&

%'

$

)(&((

&

头孢西丁
2(

$

/+&((

&

%

$

%&+(

&

$*

$

%%&+(

&

莫西沙星
2%

$

//&+(

&

1

$

$$&%+

&

1

$

$$&%+

&

利福平
2+

$

*$&%+

&

%

$

%&+(

&

$)

$

$2&%+

&

左氧氟沙星
2)

$

/*&/+

&

(

$

(&((

&

$/

$

%$&%+

&

环丙沙星
+)

$

22&%+

&

+

$

2&%+

&

%%

$

%/&+(

&

克林霉素
%/

$

))&/+

&

(

$

(&((

&

+)

$

22&%+

&

氨苄西林
+)

$

22&%+

&

%

$

%&+(

&

%+

$

)$&%+

&

利奈唑胺
*(

$

$((&((

&

(

$

(&((

&

(

$

(&((

&

万古霉素
*(

$

$((&((

&

(

$

(&((

&

(

$

(&((

&

替考拉宁
*(

$

$((&((

&

(

$

(&((

&

(

$

(&((

&

替加环素
*(

$

$((&((

&

(

$

(&((

&

(

$

(&((

&

A&A

!

W,Z!

筛查结果
!

根据判定标准#共筛查出
W,Z!

菌株

%%

株#占
%/&+3

$

%%

"

*(

&'

A&B

!

_

试验结果
!

对红霉素耐药的
2*

株金黄色葡萄球菌中

_

试验阳性者
$)

株#为诱导型耐药金黄色葡萄球菌'

A&C

!

耐药基因检测结果
!

采用
#Q,

检测所有菌株的耐药基

因#结果显示携带耐药基因者共有
+/

株#占
/$&%+3

$

+/

"

*(

&#

另
%)

株未检测出耐药基因#占
%*&/+3

$

%)

"

*(

&#共检测出
2

个

耐药基因'其中
%$

株$

%2&%+3

&同时携带
%

种耐药基因#分别

是
?=;N

和
<<D

$

2i

&"

<

B

A

$

%j

&%

1

株$

$$&%+3

&同时携带
)

种耐

药基因#分别是
?=;!

(

;?D!

(

M

<D!

#且该
1

株均为
W,Z!

%

$)

株$

$2&%+3

&仅携带
?=;Q$

种耐药基因'

B

!

讨
!!

论

金黄色葡萄球菌可导致多种感染性疾病#是临场中最常见

的一种病原体#尤其是
W,Z!

的耐药性日趋严重#引起了临床

的广泛重视'本组研究药敏分析显示#

*(

株金黄色葡萄球菌

对青霉素(红霉素(庆大霉素的耐药性较强#耐药率超过
/(3

#

对利奈唑胺(万古霉素(替考拉宁(替加环素敏感率为
$((3

#

与国内报道的其他研究结果基本一致'共筛查出
W,Z!

菌株

%%

株$

%/&+3

&#低于李丽民等)

+

*报道的
+$&$$3

#但高于王立

新等报道的
%$&/3

#可能存在地区差异或标本来源不同'

万古霉素对于格兰阳性球菌尤其是
W,Z!

引起严重的感

染具有较好的疗效#但近年来采用万古霉素治疗失败的临床报

道逐渐增多#有报道显示选用万古霉素治疗
W,Z!

引起的败

血症#当
WUQ

值超过
$

%

K

"

;-

时可导致治疗失败率和死亡率

增加'当出现这种现象时#建议临床更换其他抗菌药物)

2

*

'

由于金黄色葡萄球菌耐药程度日渐加重#尤其是
W,Z!

可对
'

8

内酰胺类(酶抑制剂复合抗菌素及碳青霉稀类多种抗菌

药物同时耐药#临床常选用大环内酯类(林克酰胺类以及链阳

霉素
N

类药物'而近年来报道显示金黄色葡萄球菌对红霉素

和克林霉素的耐药率也较高#且红霉素可诱导克林霉素耐

药)

/

*

#本组研究中发现对两者的耐药率分别高达
*+3

和

22&%+3

#通过
_

试验检测发现#对红霉素耐药的
2*

株金黄色

葡萄球菌中有
$)

株$

$1&$3

&为诱导型耐药#与国内相关报告

结果基本一致)
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'

近年来研究发现#金黄色葡萄球菌具有多种耐药机制#常

携带多个耐药基因#引起多重耐药现象'本组研究检测了
*(

株金黄色葡萄球菌的耐药基因#结果显示携带耐药基因者共有
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株#占
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#共检测出
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个耐药基因#另
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株未检测出

耐药基因#占
%*&/+3

'其中
%$

株$

%2&%+3

&同时携带两种耐

药基因#分别是
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&同时

携带
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种耐药基因#分别是
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#且该
1

株均为
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株$

$2&%+3

&仅携带
?=;Q

一种耐药基因#基本与王

立新等)
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*研究结果一致'研究显示#金黄色葡萄球菌对红霉素

耐药与
?=;

基因密切相关#该基因编码的红霉素核糖体甲基

化酶可以降低大环内酯类(林克酰胺类以及链阳霉素
N

类药

物与核糖体结合能力#从而产生耐药)

$(

*

'本组检测出含耐药

基因的菌株均携带有
?=;

基因#

1

株含
?=;!

的均为
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#

?=;N

基因与结构性耐药密切相关#本组中
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株含该基因的菌

株均为
WZZ!
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株红霉素对克林霉素诱导耐药全部携带
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基因#高于王立新等)
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*研究报道的
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发现
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株红霉素耐药的金黄色葡萄球菌中#携带
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基因

者占
2(&)3

#携带
?=;Q

基因者占
+'&*3

#同时携带
%

种
?=;

基因者占
'*&'3

#笔者认为这种差异可能与地域或标本来源

有关'

综上所述#细菌耐药现象越来越普遍#严重影响临床疗效#

增大患者负担'因此临床抗感染治疗应根据药敏结果#合理选

择抗菌药物#尽量避免或延缓细菌产生耐药性'金黄色葡萄球

菌可能携带多种耐药基因#尤其是
W,Z!

可能同时携带多种

耐药基因#引起多重耐药#临床因加强耐药基因的检测'
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均匀性检验结果
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恒温加速试验结果
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国内外学者在
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标准化和质控物研究方面做了大量的
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复合物可作为
D"7U

一级参考

物质'近年发现
Z,W%1%$

样品存在基质效应#可能与从心肌

组织中提取
D"7U

或重组纯化过程中蛋白质发生修饰有关'血

液
D"7U

的主要存在形式是
D"7U8D"7Q

复合物#优于重组蛋白

及心肌提取物'美国临床化学学会标准化组织用血清混合液

及单一患者标本评价候选参考物质#发现不同检测系统结果更

为一致#表明基质效应可忽略)
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实验室制备控制物应重视生物安全及避免内源性物质干

扰被检测成分'本研究
D"7U

质控血清来源实验室体检者及患

者检测后剩余血清#为保证混合血清质控物不存在感染因素#

选择乙型肝炎病毒感染标志物(

PQX

(

PUX

及梅毒抗体阴性血

清'为避免内源性物质干扰#收集血清均无溶血(黄疸(乳糜'

此外#选择
,c

阴性标本#避免
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阳性物质的干扰 )
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'本研

究自制
D"7U

控制物为液体#

L%(e

贮存#复融后外观清澈#无

絮状颗粒#均匀性良好#符合
QR!Z8̀ -()

文件要求'恒温加

速试验结果显示#血清
D"7U

的降解随时间变化符合化学动力

学一级反应'以
D"7U

生物学变异的质量规范最低标准
$(3

为依据'推测样品
'e

稳定期为
/I

#厂商声明
'e

稳定
$

周#

结果一致%

L%(e

下贮存稳定期
$1

个月#目前#实验室长期稳

定性监测
1

个月#质控物稳定'本研究发现不同检测系统稳定

性不完全相同#其差异可能与
D"7U

独特的生物学特性及不同

表位
D"7U

的降解速度不同有关)
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]?756

等)
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*研究
U-82

(

U-8

2

受体(

U-8$(

及
QQ$2

细胞因子的稳定性报道相似情况'此

外#血清
D"7U

含量的变化受到环境温度(湿度(血清中其他成

分等因素的影响#预测结果和实际测量结果之间可能存在偏

差'因此#恒温加速稳定性试验预测样品稳定性只能作为参考

依据#不能完全取代长期稳定性试验'

UcQQ\ 8̀"RU

工作组正研究
D"7U

的参考方法和参考物

质#目的使不同
D"7U

检测系统结果尽量一致'本结果为研究

血清
D"7U

参考物质和质控物提供参考'
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