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"短篇论著"

肺结核并发肺部感染凝固酶阴性葡萄球菌的

耐药性及耐药基因
F;94

分析"

王锦萍#蔡常辉#梁连辉#梁
!

栋#李淑丽

!中山市第二人民医院检验科#广东中山
*$'2""

$

!!

摘
!

要!目的
!

探讨肺结核并发肺部感染凝固酶阴性葡萄球菌!

?PV

$的耐药性及耐药基因
F;94

的分布情

况#为抗结核并发感染提供指导(方法
!

收集该院
$"#2

年
##

月至
$"#!

年
(

月肺结核患者痰标本中分离的

?PV("

株#经美国
TU

公司的
WDR]P=̀+#""

型全自动微生物鉴定仪对菌落进行菌种鉴定及药物敏感性试验#

同时采用
W?3

方法检测其耐药基因
F;94

(结果
!

药物敏感性试验分析结果显示#

("

株肺结核并发肺部感染

的
?PV

均为耐苯唑西林凝固酶阴性葡萄球菌!

@3?PV

$#检出率
#""%"S

(青霉素)阿莫西林"克拉维酸)氨苄

西林耐药率
#""%"S

*红霉素)环丙沙星)利福平)庆大霉素和复方磺胺甲唑的耐药率均在
,*%"S

以上*妥布

霉素和克林霉素的耐药率在
*"%"S

以上*耐药率在
("%"S

以下的抗菌药物较少#只有阿米卡星)呋喃妥因)奎

奴普丁"达福普汀)四环素)替考拉宁*未发现耐万古霉素的
?PV

(采用
W?3

扩增法检测
("

株肺结核并发感染

?PV

中检出
F;94

基因
("

株#检出率为
#""%"S

*耐药表型与耐药基因型的检出率高度一致(结论
!

肺结核并

发肺部感染的
?PV

具有严重的耐药性#携带耐药基因
F;94

与耐药性相关性密切(

关键词!肺结核*

!

凝固酶阴性葡萄球菌*

!

耐药基因
F;94

*

!

耐药性

!"#

(

#"%()!)

*

.

%/001%#!,(+2#("%$"#'%"*%"(#

中图法分类号!

322!%*

*

3*$#

文章编号!

#!,(+2#("

!

$"#'

$

"*+"!$(+"(

文献标识码!

T

!!

结核是一种慢性传染性疾病!严重危害着人类的

健康!据报道全世界每年新发生结核病
'""

万至
#"""

万!每年约有
#""

"

(""

万人死于结核病$

#+(

%

#根据全

国第
*

次结核病流行病学抽样调查报告显示
$"#"

年

全国
#*

岁及以上人群活动性肺结核的患病率为
2*)

*

#"""""

!估算为
2))

万例$

2

%

#肺结核既可导致肺部解

剖学结构破坏!也可造成机体免疫性损伤导致免疫力

低下!并发肺部感染极为常见+而凝固酶阴性葡萄球

菌&

?PV

'是条件致病菌!内部器官感染主要侵犯免疫

功能低下者!其中以呼吸道感染多见#随着医院治疗

中各种侵入性操作增多!大量使用激素和免疫抑制剂

等因素!

?PV

已成为世界范围内医院感染的重要致病

菌$

*

%

#因此本研究分析肺结核并发肺部感染
?PV

的

耐药情况!并检查其耐药基因
F;94

!对探讨肺结核并

发感染
?PV

的耐药性!减少其多重耐药发生尤为

重要#

$

!

材料与方法

$%$

!

菌株来源
!

收集本院
$"#2

年
##

月至
$"#!

年
(

月肺结核患者痰标本中分离的
?PV("

株!同一患者

无重复株#根据中华医学会制定的-肺结核诊断和治

疗指南.中相关的诊断标准挑选肺结核患者$

!

%

#质控

菌株为金黄色葡萄球菌
4L??$*)$(

!购于卫生部临

检中心#

$%%

!

仪器与试剂
!

WDR]P=̀+#""

型全自动微生物

鉴定仪"菌种鉴定药敏板"鉴定调菌液"药敏调菌液和

荧光指示剂均购于美国
TU

公司!

?CH50B2'"W?3

扩

)

($!

)

国际检验医学杂志
$"#'

年
(

月第
()

卷第
*

期
!

=17&N5H@;J

!

@569G$"#'

!

OC:%()

!

PC%*

"

基金项目(中山市医学科研项目&

$"#*4"$"$$!

'#

!!

本文引用格式!王锦萍!蔡常辉!梁连辉!等
%

肺结核并发肺部感染凝固酶阴性葡萄球菌的耐药性及耐药基因
F;94

分析$

&

%

%

国际检验医学

杂志!

$"#'

!

()

&

*
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增仪购于瑞士罗氏公司!生物安全柜购于济南鑫贝西

公司!电泳仪购于北京市六一仪器厂!恒温金属浴仪

购于上海培清公司+

W?3

引物序列"蛋白酶
e

"

]̀

L5

[

聚合酶"琼脂糖凝胶"

UN$"""UP4 @56_;6

均为

宝生物工程&大连'有限公司产品#

$%&

!

方法

$%&%$

!

?PV

鉴定及抗菌药物敏感性试验
!

所有肺结

核患者在抗感染治疗前采集痰液或肺泡灌洗液!挑取

黏稠标本涂片检查!经革兰染色后若上皮细胞小于
$*

个*低倍视野"白细胞大于
#"

个*低倍视野为合格标

本#合格标本接种于血平板!麦康凯平板和巧克力平

板!经
(,b#'

"

$2G

分离培养后获得单个菌落!经

美国
TU

公司的
WDR]P=̀+#""

型全自动微生物鉴定

仪对菌落进行菌种鉴定及药物敏感性试验!按照美国

临床实验室标准化协会&

?NV=

'

$"#*

年公布的抗菌药

物敏感性标准判断结果#

$%&%%

!

F;94

基因检测
!

&

#

'提取
UP4

模板(挑选

纯培养物单个菌落于含有蛋白酶
e

溶液的离心管里!

**b

金属浴消化
#G

!

)*b

金属浴灭活
#"F/1

!最后

以
#$"""6

*

F/1

离心
*F/1

!留取上清液存于
M$"b

冰箱待用$

,

%

#&

$

'引物设计(参照文献$

'

%!

F;94

基

因!序列长度为
*((H

X

(

W#

(

*a+4444L?Y4LYYL

444YYLLYY?+(a

+

W$

(

*a+4YLL?LY?4YL4

??YY4LLLY?+(a

#&

(

'

W?3

扩增反应体系(

UP4

模板
#

!

N

"上下游引物各
#

!

N

"

]̀ L5

[

聚合酶
#$%*

!

N

和灭菌纯水
)%*

!

N

!共
$*

!

N

#热循环参数为
)2

b

预变性
#"F/1

!

)2b

变性
("0

!

*$b

退火
("0

!

,$

b

延伸
!"0

!共
("

个循环+最后
,$ b

延伸
#"F/1

#

产物在
2b

保存$

)

%

#&

2

'电泳(

W?3

产物经
$S

琼脂

糖凝胶电泳后凝胶成像仪检测#

$%'

!

统计学处理
!

采用
QDRP]L*%2

版软件进行

统计分析!多次阳性者仅将首次结果纳入统计#

%

!

结
!!

果

%%$

!

?PV

对抗菌药物的耐药率
!

药物敏感性分析结

果显示!

("

株肺结核并发肺部感染的
?PV

均为耐苯

唑西林凝固酶阴性葡萄球菌&

@3?PV

'!检出率

#""%"S

#青霉素"阿莫西林*克拉维酸"氨苄西林耐

药率
#""%"S

+红霉素"环丙沙星"利福平"庆大霉素和

复方磺胺甲唑的耐药率均在
,*%"S

以上+妥布霉素

和克林霉素的耐药率在
*"%"S

以上+耐药率在
("%"S

以下的抗菌药物较少!只有阿米卡星"呋喃妥因"奎奴

普丁*达福普汀"四环素"替考拉宁+未发现耐万古霉

素的
?PV

#见表
#

#

%%%

!

F;94

基因
W?3

法检测
!

运用
W?3

扩增法检

测
("

株
?PV

的
F;94

基因!其基因大小为
*((H

X

!

("

株肺结核并发肺部感染的
?PV

中检出
F;94

基因
("

株!检出率为
#""%"S

!见图
#

#

表
#

!!

("?PV

对抗菌药物耐药情况

抗菌药物
耐药株

&

,

'

耐药率

&

S

'

中介株

&

,

'

中介率

&

S

'

敏感株

&

,

'

敏感率

&

S

'

阿米卡星
! $" 2 #(%( $" !!%,

阿莫西林*克拉维酸
(" #"" " " " "

氨苄西林
(" #"" " " " "

苯唑西林
(" #"" " " " "

呋喃妥因
" " # (%( $) )!%,

红霉素
$! '!%, # (%( ( #"

环丙沙星
$' )(%2 # (%( # (%(

奎奴普丁*达福普汀
( #" ( #" $2 '"

利福平
$2 '" " " ! $"

青霉素
Y (" #"" " " " "

庆大霉素
$! '!%, # (%( ( #"

四环素
, $(%( ( #" $" !!%,

替考拉宁
2 #(%( " " $! '!%,

妥布霉素
$$ ,(%2 2 #(%( 2 #(%(

万古霉素
" " " " (" #""

复方磺胺甲唑
$( ,!%, " " , $(%(

克林霉素
#' !" ( #" ) ("

图
#

!!

F;94

基因
W?3

扩增产物电泳图

&

!

讨
!!

论

!!

近年来由于结核耐药率逐渐增加!且结核患者由

于营养状况"经济"依从性以及合并感染其他慢性疾

病等因素!影响结核患者的预后$

#"

%

#而
?PV

因不产

生血浆凝固酶"溶血素等毒素物质常被当做非致病

菌!但是近来发现曾不被重视的
?PV

引起的感染增

多!在肺结核并发肺部感染的革兰阳性球菌中!

?PV

感染占首位!有广泛耐药性!本研究通过对其进行多

种抗菌药物耐药性分析及耐药基因
F;94

检测!分析

其耐药表型与耐药基因型的相符性!发现结果具有高

度的一致性#

肺结核并发肺部感染的
("

株
?PV

中!对药物的

耐药率从高到低为青霉素"氨苄西林"阿莫西林*克拉

维酸"环丙沙星"庆大霉素"红霉素"利福平"复方磺胺

甲唑"妥布霉素"克林霉素"四环素"替考拉宁"阿米

卡星"奎奴普丁*达福普汀"万古霉素"呋喃妥因+敏感

率从大到小为万古霉素"呋喃妥因"替考拉宁"奎奴普

丁*达福普汀"四环素"阿米卡星"克林霉素"复方磺胺

)

2$!

)

国际检验医学杂志
$"#'

年
(

月第
()

卷第
*

期
!

=17&N5H@;J

!

@569G$"#'

!

OC:%()

!

PC%*



甲唑"利福平"妥布霉素"红霉素"庆大霉素"环丙沙

星"氨苄西林"阿莫西林*克拉维酸"青霉素#由于苯

唑西林耐药!

$

+

内酰胺类药物无论体外药敏试验是否

敏感都应报告为耐药!因为
@3?PV

已经产生了耐药

基因
F;94

#药物敏感性试验显示!检出的
("

株
?PV

对多种抗菌药物耐药!而且具有较高的耐药性!

$

+

内酰

胺类"喹诺酮类"氨基糖苷类和大环内酯类的耐药率

都很高!只有糖肽类敏感率比较高!显示出广泛的耐

药性#

W?3

扩增法检测
("

株
?PV

的耐药基因
F;94

!

了解肺结核并发肺部感染的
?PV

中
$

+

内酰胺类抗菌

药物相关的耐药机制#葡萄球菌对其耐药的原因是

多方面的!既可通过细菌编码失常基因
056

"

56

<

"

F

<

6

等产生!也可获得突变基因
8;F

"耐药基因
F;94

和

L]@

导致#目前临床分离的
?PV

!绝大部分是产青

霉素酶
?PV

!通过破坏
$

+

内酰胺环从而对青霉素耐

药!但对
$

+

内酰胺酶抑制剂复合药等敏感+而
@3?PV

的产生主要是敏感的
?PV

染色体上携带
F;9

片段!

包括编码青霉素结合蛋白
$

'

&

WTW$

'

'的
F;94

基因

和控制转录的调节因子
F;9

)

基因和
F;93

)

基因#

WTW$

'

为葡萄球菌青霉素结合蛋白
$

&

WTW$

'的异构

体!可以发挥几种青霉素结合蛋白&

WTW0

'的功能!但

与
$

+

内酰胺类抗生素亲和力低!当高亲和力的
WTW$

和
$

+

内酰胺药物强力结合时!亲和力低的
WTW$

'

替代

WTW$

参与
?PV

的增殖过程!

$

+

内酰胺类药物耐药+调

节因子
F;9

)

基因本是起抑制
F;94

基因表达的作

用!但
F;93

)

基因被抗生素活化后抑制
F;9

)

的作

用!

F;94

基因得以顺利表达!

$

+

内酰胺类药物耐药#

本研究肺结核并发感染患者痰标本分离的
?PV

中!

F;94

基因的检出率与苯唑西林的耐药率均为

#""%"S

!

("

株
@3?PV

均 检 出 了
F;94

基 因#

@3?PV

的耐药性及耐药基因检出率相符#因而可以

推断肺结核并发肺部感染
@3?PV

均多携带
F;94

基因!而且携带率高!耐药性广泛#此外
@3?PV

若

对
$

+

内酰胺类药物耐药!对大环内酯类"喹诺酮类药

物和氨基糖苷类抗菌药物多呈交叉耐药#原因可能

与葡萄球菌
F;9

基因盒&

V??F;9

'有关!

V??F;9

是

一种可移动的遗传元件!该元件还携带除
F;94

基因

以外的其他抗菌药物耐药基因!造成多重耐药$

##

%

#研

究表明!

?PV

的感染与其特异或非特异黏附于生物材

料有关!并由此产生的生物膜使
?PV

耐药性得以

累积$

#$

%

#

综上所述!肺结核并发肺部感染的
?PV

!以

@3?PV

感染为主!多重交叉耐药严重!

F;94

基因为

葡萄球菌所特有!是
@3?PV

的金标准#肺结核并发

肺部感染常见!临床治疗肺结核需要长期联合使用抗

结核药物!对于结核毒性严重者还需要使用糖皮质激

素治疗!咯血严重时需气管插管或支气管镜吸引!各

种因素为
?PV

的感染创造了条件#因而临床应重视

肺结核并发
?PV

肺部感染!了解其感染传播及耐药

特征!达到预期的治疗目的#
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