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'
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O

&

'
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#
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!个案分析!

一株罕见
J@=(//

放线菌的分离和鉴定

张维清"

!林宇岚"

!甘龙杰"

!陈守涛"

!张文明%

!杨
"

滨"

#

"福建医科大学附属第一医院(

"'

检验科'

%'

骨科!福建福州
&!###!

#

""

关键词"

J@=(//

放线菌'

"

P7+]J3L_Q3P\

'

"

"$\<587

!"#

!

"#'&-$-

"

.

'/001'"$2&34"&#'%#"-'#4'#&!

中图法分类号"

544$'!

文章编号"

"$2&34"&#

"

%#"-

#

#43#!#63#&

文献标识码"

H

""

放线菌大多存在于健康人口腔$上呼吸道$胃肠

道和泌尿生殖道等与外界相通的腔道#是寄居人体的

一种正常菌群%

"3%

&

'当机体免疫力减弱$口腔卫生不

良$拔牙或外伤时#可侵入组织导致皮肤$皮下组织#

肌肉#骨骼及中枢神经系统化脓性感染%

&

&

'根据感染

的途径和涉及的器官不同#临床上分为面颈部$胸部$

腹部和中枢神经系统感染'其主要特征为慢性化脓

性肉芽肿病变#以向周围组织扩展形成瘘管并排出带

有硫磺样颗粒的脓液为特征'绝大多数放线菌易引

起内源性感染#大量应用免疫抑制剂是一个重要的诱

发因素'

%#"!

年#法国科学家从一个
!#

岁的
XJR

感

染者粪便中首次分离出一株新的放线菌#并命名为

J@=(//

放线菌%

4

&

'福建医科大学附属第一医院于

%#"$

年收治一例由
J@=(//

放线菌引起的膝关节化脓

性感染#现报道如下'

@

"

资料与方法

@'@

"

一般资料
"

患者#男#

2%

岁#既往患有高血压和

甲状腺功能亢进'就诊本院前
%

月因外伤致/左膝髌

骨粉碎性骨折0#于院外行/左髌骨骨折切口复位内固

定术0#术后切口愈合不良'术后
"

个月#因/左膝切

口裂开0再次求诊#该院行/左膝部二期清创术0#术后

"#E

切口流出黄脓液$发恶臭$伴发热'遂于当地医

院多次行清创术#治疗上予抗感染$补液及对症治疗

)具体不详*#今为求进一步诊治#患者就诊福建医科

大学附属第一医院骨科#门诊拟/左膝关节感染0收入

住院)图
"7

*'实验室检查#白细胞计数)

`FH

*!

"2'-Y"#

-

"

+

#血红蛋白)

X;

*!

""%

G

"

+

#血小板计数

)

+̂L

*!

%&#Y"#

-

"

+

#

H

反应蛋白)

H5̂

*!

!-'!(

G

"

+

#

ĤL

!

#'&61

G

"

(+

'

@'A

"

仪器与试剂
"

基质辅助激光解吸电离飞行时间

质谱仪)

P7+]J3L_Q3P\

*$甲酸$

%

3

氰基
343

羟基苯丙

酸)

XHH7

*均由德国
F<=a9<

公司及
\/

G

(A

公司提

供+

7FJ%2##

普通
Ĥ5

仪)美国应用生物系统*+快速

革兰染色液)

FA0)

*+细菌
"$\<587

基因扩增通用引

物!

%2D

!

7c7 cLL Lc7 LHP Lcc HLH 7c

和

"4-%<

!

L7Hcc[L7HHLLcLL 7Hc 7HL

由上

海生工合成#

Ĥ5

反应体系采用美国
<̂)(9

G

A

公司

产品'

@'B

"

细菌培养及形态观察
"

脓液分泌物标本分区划

线接种于
%

块哥伦比亚血平板$一块沙保罗葡萄糖琼

脂培养基$一块选择巧克力平板'一块血平板与选择

巧克力平板置于
!,

二氧化碳培养箱中#

&!h

恒温孵

育#每天观察血平板的生长情况+另一块血平板行厌

氧培养#

&!h

恒温孵育#每天观察平板的生长情况'

沙保罗葡萄糖琼脂培养置于
%!h

恒温孵育#亦每天

观察其生长状况'术后坏死组织经研磨后#亦行上述

同条件培养'根据第四版,全国临床检验操作规程-#

阳性培养进行革兰染色#油镜观察菌体形态'

@'C

"

细菌
P7+]J3L_Q3P\

鉴定
"

用牙签挑取单个

待检菌落#均匀涂抹于加样金属靶板小圈内#同时在

另一小圈内亦均匀涂抹
7LHH%!-%%

大肠埃希菌质控

菌株#待样本室温干燥后#加入
"=+

的甲酸)

2#,

*#

室温干燥后#加入
"

"

+

的
XHH7

#待室温干燥后上机

检测'

@'D

"

"$\<587

基因扩增及系统发育树的构建
"

采

用煮沸法提取细菌的基因组核酸'细菌
"$\<587

的
Ĥ5

扩增条件参考文献%

!

&

'扩增产物经电泳#确

认存在目的条带#产物送上海生工测序'测序的序列

用
R9>B)<8LJ6'#

软件包中的
H)1B/

G

SK

?

<900

组件

拼接'获得的
"$\<587

序列在
c919FA1a

中进行

F*A0B

同源性比对初步确定其分类位置'用
F/)9E/B

)

I/0/)1&'&

*合并样本序列)序列名
%#"$5

*和参考序

列为一个队列#用
PSc7!'"

软件以
b/(=<A

双参数

方法构建
"$\<587

系统进化树'

(

6#!

(

国际检验医学杂志
%#"-

年
%

月第
4#

卷第
4

期
"

J1BO+A;P9E

!

Q9;<=A<

C

%#"-

!

R)*'4#

!

8)'4



A

"

结
""

果

A'@

"

病原菌培养结果
"

脓液和术后坏死组织经分离

培养后#均得到一株革兰阳性短杆菌'其生长速度较

缓慢#初次培养
46@

后可形成直径大约
"

!

%((

$灰

白色$圆形$光滑$突起$边缘整齐$无
0

溶血性菌落

)见图
"F

*#与文献报道的一致%

4

&

'在沙保罗葡萄糖琼

脂培养基和选择巧克力平板均不能生长'

""

注!

7

为患者入院时左膝关节创伤伴化脓性感染+

F

为
!,H_

%

培

养箱
&!h

培养
46@

后血平板菌落形态

图
"

""

术后坏死组织和病原菌培养结果

A'A

"

细菌
P7+]J3L_Q3P\

鉴定结果
"

目标菌通过

P7+]J3L_Q3P\

检测及
F/)L

C?

9

软件分析#获得的

目标菌肽指纹图谱如图
%

示'鉴定结果报告显示为

瑞丁放线菌#但可信度为
"'-#%

'根据
P7+]J3L_Q3

P\

报告对结果的解读%

$

&

#当可信度值为
"'2##

!

"'---

时#可鉴定放线菌属#不能确定为放线菌某种#

需进一步鉴定'

图
%

""

J@=(//

放线菌
P7+]J3L_Q3P\

鉴定结果图

图
&

""

%#"$5

放线菌部分
"$\<587

基因与
J@=(//

放线菌及其他放线菌系统进化树

A'B

"

"$\<587

基因序列鉴定及进化树分析
"

扩增

得到
"$\<587

基因的反向序列#大小约
62#;

?

#正

向多次测序均失败#存在较多杂峰$背景信号干扰#所

以未纳入本次分析中'反向的一半
"$\<587

序列

经编辑#提交
8HFJ

的
F*A0B

显示#其与
J@=(//

放线菌

)核酸登录号为
+86$$--2

和
85"442%6'%

*相似率为

"##,

'为了能够更直观反映该菌来源#本课题组利

用
PSc7!'"

软件
89/

G

@;)<3

.

)/1/1

G

B<99

法#构建

"$\<587

进化树'如图
&

所示#可以明显看出#本次

发现的
%#"$5

放线菌株与
%

株
%#"!

年由法国科学家

发现的
J@=(//

放线菌明显在一簇上#

F))B0B<A

?

值为

2%,

'而且#他们共同与其他参考放线菌成一簇#

F))B0B<A

?

值为
--,

'

B

"

讨
""

论

""

放线菌病是一种少见的因感染放线菌所致的慢

性感染性疾病#人兽共患#可产生局部化脓或肉芽肿

性疾病#以多发脓肿和窦道瘘管为特征'根据现有的

文献报道#放线菌病存在明显的区域和性别差异#农

村明显高于城市#男性多于女性#城市发病率仅为农

村的
"

"

"#

#男女比例约为
&Z"

%

2

&

'目前放线菌属内

有
42

个种#由于其生在缓慢$培养条件苛刻#在行常

规细菌培养时#容易被遗漏%

6

&

'同时#又由于国内对

放线菌感染临床特点$诊断$鉴别诊断等研究仍较少#

而且#该菌属所致疾病常呈隐匿性#缺乏较为典型的

临床表现#容易造成临床医生的诊断与治疗困难#产

生误诊或漏诊'

P7+]J3L_Q3P\

是最近发展起来

的一种可以快速鉴定细菌的新技术#依据不同菌种形

成特异性的质谱指纹图谱对细菌进行鉴定#该技术可

以快速$准确鉴定临床常见菌%

-

&

#但对少见$罕见菌鉴

定时#由于其菌谱库中种类数量有限#其在鉴定方面

仍存在着缺陷%

$

&

'据
+[8HX

等%

"#

&报道#

P7+]J3

L_Q3P\

在鉴定放线菌方面#仅
4",

的放线菌能准

确鉴定到种#

-,

鉴定到属#存在
!#,

无法准确鉴定'

本文开始采用
P7+]J3L_Q3P\

进行鉴定#并以鉴定

为瑞丁放线菌种#但鉴定值为
"'-#%

#所以可以确定

%#"$5

为放线菌属某种#但无法确定其准确种'

利用
"$\<587

序列同源性分析对细菌进行分

类鉴定的技术已经比较成熟'随着
c919FA1a

数据库

的不断完善#应用该技术可以对病原菌进行快速$准

确简便的分类鉴定'目前#应用
"$\<587

鉴定细菌

菌属时#当目标菌与
c919FA1a

中比对序列相似度大

于
--,

#可以鉴定为种+相似度为
-2,

!

--,

#鉴定

为属+相似度低于
-2,

#无法鉴定#可能为某种新的细

菌%

""

&

'因此#本研究又采用
"$\<587

测序技术对菌

株进一步复核鉴定#最终与
J@=(//

放线菌相似度为

"##,

+同时如图
&

所示#

%#"$5

菌株与
J@=(//

放线菌

成一簇#由此可以鉴定本研究新发现的菌株为
J@=(//

放线菌'本研究相对不足之处是未得到
"$\<587

约
"!##;

?

长度的序列#尽管如此#但根据以往的文

(

-#!

(

国际检验医学杂志
%#"-

年
%

月第
4#

卷第
4

期
"

J1BO+A;P9E

!

Q9;<=A<

C

%#"-

!

R)*'4#

!

8)'4



献报道#序列在
&##

!

-##;

?

之间就可以适用于多数

广谱
Ĥ5

的诊断%

"%

&

'所以本研究中
62#;

?

长度的

序列在通过
c919FA1a

中比对和进化树分析后是可以

确定该菌就是
J@=(//

放线菌的'

对于膝关节创伤放线菌感染#由于病例较少#目

前尚无统一的治疗方案'根据相关文献报道%

"&

&

#目前

多首选
0

3

内酰胺类抗菌药物进行治疗#在临床治疗过

程中也根据药敏结果使用一种或多种抗菌药物联合

治疗#疗程约为
$

到
"%

个月#早期诊断及有效抗菌药

治疗的治愈率可达
-#,

%

"4

&

'但也有专家指出#在治

疗中应按照患者具体病情情况$感染部位的不同#选

择手术或非手术治疗%

"!

&

'本病例中患者创伤明显$组

织坏死$脓液外流#通过手术#不但可以清除坏死组织

加速伤口愈合#而且能够获取深部脓液$坏死病灶等

送微生物室培养和病理检查'该患者最终经过清创$

皮瓣移植$抗菌药物应用#

&

个月及半年后回访复查#

患者得以痊愈'

放线菌病在目前的临床病例中并不常见#其诊断

除了需要影像学$病理学分析外#更重要的是临床医

生能否正确采集脓液$组织标本#及时送检#为微生物

实验室提供合格标本'临床微生物工作者也需要加

强对放线菌病的认识#有条件是实验室可适当开展更

可靠的现代诊断方法#如基质辅助激光解吸电离飞行

时间质谱$分子生物学分类方法#以便能快速诊断放

线菌病并指导临床医生合理用药'同时#本病例提

示#在处理感染性疾病时#除了常见细菌$真菌$病毒

感染外#要警惕少见菌$罕见菌的感染#以免误诊耽误

治疗#危及患者生命安全'
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