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目的
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对从同一患者血液和静脉插管中分离的两株抗酸阳性细菌
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进行菌种鉴定$方

法
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广谱
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扩增细菌的
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核糖体核糖核酸!
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#基因与核糖核酸!

456

#聚合酶
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亚单位!
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#基因%

测序其核苷酸序列并与相关菌种进行同源性比对及系统发育分析%以传统的表型实验对基因鉴定的结果进行验证%

并参考
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的方法和解释标准进行分离株抗菌药物的药物敏感性试验$结果
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该
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株细菌均为血平板上

生长缓慢的革兰染色着色较淡的抗酸阳性杆菌%但
+

株细菌的菌落形态差别较大%
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在血平板培养
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形成直径

)EH

&米黄色&圆形&突起&不溶血&易乳化的光滑型菌落%
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则为直径约
+EH

&米黄色&豆腐渣样&边缘不规则的

粗糙型菌落$
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基因序列与富西亚分枝杆菌!
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#的同源性均在
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以上%其半定量触酶&

*,Z

触酶试验&

0S 5J%M

耐受试验与脲酶试验阴性%亦符合富亚分枝杆菌的特征$结论
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该
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株抗酸阳性细菌在分类学上属于富西亚分枝杆菌%其光滑型"粗糙型菌落变异为国际上首次发现$
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分枝杆菌#
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%是一类高
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含量)需氧)不形

成芽孢)无动力的抗酸阳性杆菌$隶属于放线菌目#
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,本属细菌的主要特点是细胞壁含有大量脂质$其革

兰染色时结合结晶紫的能力差)甚至不着色(然而$分枝杆菌因

细胞壁缺乏革兰阴性菌的外膜蛋白#
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%$仍归类

为革兰阳性杆菌的范畴,按照在理想的培养条件下的生长速

度$分枝杆菌分为缓慢生长)快速生长和人工培养条件下不生

长三大类,缓慢生长分枝杆菌在固体培养基上需要
:K

以上

才能形成肉眼可见的菌落$快速生长分枝杆菌#
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%则通常无需
:K

,在已发现的
)0(

多

个分枝杆菌中$大概有
*(

多个菌种为快速生长的分枝杆菌$并

且$大多数菌种与人类疾病密切相关,近年来$由于快速生长

分枝杆菌在艾滋病患者和免疫缺陷患者群中的感染日益增加$

引起临床的密切关注*

+

+

,

传统的表型分析对鉴定分枝杆菌有一定作用$但操作相对

繁琐)费时$且不能将分枝杆菌正确鉴定到种的水平,分枝杆

菌的确切鉴定还依赖于非常规的分子生物学方法$最显著的方

法就是
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核糖体核糖核酸#
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%基因测序,然而$由

于
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基因的保守性$其对于菌种的分辨率低$如偶发

分枝杆菌群#
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脓肿分枝杆菌群#
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%等$其分别包含多个种$且种与种

之间的
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基因的同源性均在
;;S

以上*
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,本研究采

用细菌的
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与核糖核酸#
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%聚合酶
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亚单位
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%基因序列分析的方法$最终鉴定了
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例富西亚分枝杆
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菌的临床感染$并且首次发现了富西亚分枝杆菌的
^
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型变

异$现报道如下,

$
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资料与方法
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一般资料
!

患者$男$

.(

岁$慢性肾衰竭)尿毒症)继发性

肾性贫血,血液透析史
*

年$长期右颈内静脉插管$既往有反

复低热)寒战的导管相关性感染病史,

+())

年
.

月因血液透

析后低热于本院门诊就诊$自述疲乏)寒战)伴乏力$无咳嗽)咳

痰)腹痛)腹泻$插管处无红肿)流脓,白细胞#
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%

*9),[
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$血红蛋白#
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$血细胞压积#
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$血小板#
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$考虑为导管相关感染,血培

养)静脉导管进行细菌培养$均培养出快速生长分枝杆菌$头孢

呋辛封管$莫西沙星)头孢呋辛口服抗感染后好转$无发热,
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仪器与试剂
!

<U;*((

基因扩增仪#珠海黑马公司%(恒

温金属浴器#杭州博日公司%(

TJ1=

快速革兰染色液和
TJ1=

快

速抗酸染色液#台湾
T6̂ 8

珠海公司%$

TJEB

"

62U4<.-)+(

全

自动血培养仪及配套的需氧血培养瓶#法国梅里埃公司%$

Q@?HGcUc<J

f

酶体系#大连
<JOJ@J

公司%,细菌分离培养基!

血平板)巧克力平板)麦康凯平板购自江门凯林(抗菌药物药敏

试剂购自珠海迪尔,
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!

标本的采集及处理
!

血培养采用法国梅里埃公司的

TJEB

"

62U4<.-)+(

全自动血培养仪$及配套专用的需氧增菌

培养瓶,无菌抽取患者血液标本
)(H2

$

.0Z

孵育$报警阳性

则接种血平板)巧克力平板,导管头接种及处理!静脉插管的

导管头按.全国临床检验操作规程/第
.

版的方法!将
0EH

的

导管在血平板上交叉滚动
'

次$然后弃之$孵育后如血琼脂平

板上生长菌落数大于
)0

个有意义,
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!

传统表型鉴定
!

革兰染色)抗酸染色按说明书操作进行,

半定量触酶)

*,Z

触酶试验)

0S 5J%M

耐受试验)脲酶)麦康凯

生长试验等均参考.临床微生物学手册/

*

0

+

,
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基因测序及序列分析
!

)*̂ @456

基因)

6

E

*.

基因的扩增按参考文献*

*3:

+,扩增产物经电泳检测后$

Q%4

产物送与上海英韦创津广州公司进行基因测序,获得的
)*̂

@456

基因序列递交
g?FTJFO

数据库,在该数据库中$

TMJ1B

同源性比对初步确定其分类位置$下载相关菌种的基因序列$

%MI1B?@i

软件进行序列的同源性分析)

W?

7
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软件构建系

统发生树,

$9)

!

药物敏感性试验
!

采用珠海迪尔公司提供的微量肉汤稀

释法
;*

孔药敏板,药物的选择参照
%2̂"+((.

快速分枝杆菌

与需氧放线菌的推荐药物,将待测菌株于血平板培养基
',C

后$用生理盐水重悬$分
'

个步骤制备菌悬液!#

)

%加入
:

!

)(

颗
.HH

磁珠在涡旋振荡器上磨菌
0

!

)(HGF

后$静置
)(

!

)0

HGF

$取上层均匀的悬浊液用液体培养基比浊至
(90H=M

#相当

于
)90[)(

,

%#$

"

H2

%待用(#

+

%取步骤
)

的
(90H2

菌液加入

'90H2

的无菌生理盐水稀释菌液到
)90[)(

:

%#$

"

H2

混匀(

#

.

%取步骤
+

菌液
'H2

加入
.*H2

的无菌生理盐水稀释到

)90[)(

*

%#$

"

H2

(#

'

%取步骤
.

菌液
(9()H2

加入
(9)H2

的培养液稀释到
)90[)(

0

%#$

"

H2

,菌液制备完毕$取出药

敏板$在含药物的
;*

孔
$

型板中$每孔加入稀释
)((

&

2

含菌

液的液体培养基$同时设置
)((S

菌落生长对照孔)阴性对照

孔)贴上封板膜$把剩余含菌肉汤接种血平板#此过程为质控过

程$检测肉汤中菌的纯度%$两者均在
.0Z

培养$每天观察一次

结果连续观察
.K

后$确定其最低抑菌浓度#

HGFGHJMGFCG>GB=@
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$

W"%

%值,

/

!

结
!!

果
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!

血培养)静脉插管的培养结果
!

血培养瓶在增菌培养的

第
.

天出现阳性报警$二次转种后
%8

+

培养箱
.0Z

培养
+'C

未见细菌生长现象$

',C

出现缓慢生长细菌(静脉插管在亦在

',C

出现缓慢生长的小菌落$且血平板菌落总数大于
)((

个$

按.全国临床检验操作规程/第
.

版$其具有显著的临床意义,

根据其标本编号$该两株菌分别命名为!

T(:;.

)

_);',

,培养

:+C

后$

T(:;.

形成米黄色)圆形)突起的光滑型菌落$取其少

量涂布生理水中$菌落易乳发$并迅速散开并在盐水表面浮出

一层油脂颗粒(

_);',

则为灰白色)豆腐渣样)边缘不规则的粗

糙型菌落$见图
)

,

/9/
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T(:;.

与
_);',

的生化鉴定
!

革兰染色着色不良)抗酸

阳性的杆菌$能在麦康凯平板上生长良好$其半定量触酶)

*,

Z

触酶试验)

0S 5J%M

耐受试验与脲酶试验阴性,根据其染

色形态$该
+

株菌初步鉴定为快速生长的分枝杆菌,

!!

注!左侧的光滑型菌落为
T(:;.

(右侧的粗糙型菌落为
_);',

,

图
)

!

菌株
T(:;.

与
_);',

血平板上培养
'K

的菌落形态图

图
+

!

T(:;.

%

_);',

与分枝杆菌属相关菌株的
@=

P

T

基因系统发生树

/9'

!

基因测序鉴定及结果分析
!

分离株
T(:;.

)

_);',

均扩

增得到
)*̂ @456

基因的全序列$大小约
)0((>

P

,

Q%4

产物

送与上海英韦创津广州公司进行测序$由获得的毛细管电泳峰

谱来看$其基因序列的荧光峰图正常$无杂带)无背景信号干

扰,以
-56 W65

软件对基因序列的同源性进行比对$

T(:;.

与
_);',

的相似为
)((S

,经序列拼接$得到
).:*>

P

有效序

列$经
TMJ1B

#

NNN9FE>G9CGH9FGC9

7

=A

"

>MJ1B

%的
@?D

0

@456

库进

行分析$与富西亚分枝杆菌#

W

L

E=>JEB?@GIH

P

C=EJGEIH

%和产黏

液分枝杆菌#

W

L

E=>JEB?@GIHHIE=

7

?FGEIH

%均存在
0

个碱基的

差异#相似度为
;;9:S

%$与欧巴涅分枝杆菌#

W

L

E=>JEB?@GIH

JI>J

7

F?F1?

%存在
))

个碱基的差异#相似度为
;;9+S

%$此外再

无相似率高于
;;9(S

的菌种,根据
%2̂"WW),

的解释标准$

T(:;.

与
_);',

可鉴定为!分枝杆菌属$是与富西亚分枝杆菌)

产黏液分枝杆菌与欧巴涅分枝杆菌亲缘关系最接近的菌种,

参考
6KjOJH>G

等*

:

+描述的方法$进一步扩增该
+

株的
6

E

*.

基因$测序得到约
*:0>

P

的目的序列,以
-56 W65

软件对

基因序列的同源性比对$其相似度亦为
)((S

$故
T(:;.

与

-

,+,)

-
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_);',

为同一克隆系$可认为该患者的血液感染是典型的导管

相关感染,将获得的基因序列进行
TMJ1B

分析$其与富西亚分

枝杆菌模式菌株
%"Q)(,0'+

存在
)+

个碱基的差异#相似度为

;,9+S

%$与
QJ

7

FG?@

等*

,

+从冷却塔水中分离的富西亚分枝杆

菌非模式菌株
<;

#

U$::(0,)

%)

<.)

#

U$::(0,+

%仅存在
'

个碱

基的差异#相似度为
;;9'S

%$而与产黏液分枝杆菌标准菌株

6<%%';*';

则存在
++

个碱基的差异#相似度为
;*9:S

%$其

与相关菌株的系统发育树见图
+

,

/91

!

药敏试验结果
!

T(:;.

与
_);',

的药敏试验结果见表
)

,

表
)

!

T(:;.

与
_);',

的药敏试验结果

抗菌药物
T(:;.

W"%

值 敏感性

_);',

W"%

值 敏感性

阿米卡星
)9((( ^ +9((( ^

头孢西丁
)9((( ^ )9((( ^

环丙沙星
+9((( " '9((( 4

克拉霉素
(9)+, ^ (9(*' ^

亚胺培南
(90(( ^ (90(( ^

利奈唑胺
)9((( ^ *'9((( 4

磺胺甲恶唑
'9((( ^ *'9((( 4

妥布霉素
+9((( ^ ,9((( "

'

!

讨
!!

论

富西亚分枝杆菌是
6KjOJH>G

等*

;

+

+((*

年描述的细菌新

种$其存在于医院相关的冷却水)治疗泉中,目前$关于富西亚

分枝杆菌的临床较为少见,

%==O1?

L

等*

)(

+认为$富西亚分枝杆

菌可能被错误为产黏液分枝杆菌$因为其采用分枝菌酸成分分

析方法$富西亚分枝杆菌无法与产黏液分枝杆菌进行区分,本

实验的
T(:;.

与
_);',

$其表型形态上符合快生长分枝杆菌的

特征$且
)*̂ @456

基因和
6

E

*.

基因与富西亚分枝杆菌的相

似度在
;;S

以上$可确认为富西亚分枝杆菌,这是国内首次

发现富西亚分枝杆菌的临床感染报道$并且富西亚分枝杆菌的

光滑型"粗糙型菌落变异为国际上首次发现,分枝杆菌的光滑

型"粗糙型菌落变异$将直接影响细菌的毒力及耐药性,

%JBC?@GF=B

等*

))

+发现$粗糙型菌落变异的脓肿分枝杆菌其毒

力)侵袭力均明显高于光滑型菌落的分枝杆菌,

T

L

@K

与
2

L

3

=F1

*

)+

+还发现$临床分离的野生型#粗糙型%脓肿分枝杆菌#

W

L

3

E=>JEB?@GIHJ>1E?11I1

%以人工减毒的方法$可转变成光滑型脓

肿分枝杆菌,而通过细胞壁成分111糖脂质#

7

M

L

E=

P

?

P

BGK=MG

P

3

GK1

%的减少表达$可以实现脓肿分枝杆菌从光滑型细菌到粗糙

型细菌的反转$并重新获得侵袭性毒力*

).

+

,在本研究中$患者

长期静脉插管而引起了导管性相关的富西亚分枝杆菌侵袭性

感染$其为粗糙型菌落$但侵入血流后引起患者的反复低热)寒

战$并且在营养丰富的血液中多次繁殖)退化为成光滑型细菌,

从药敏试验的结果来看$从静脉插管中分离的粗糙型菌株

_);',

对于阿米卡星)环丙沙星)妥布霉素)利奈唑胺)磺胺甲

恶唑的最低抑菌浓度明显高于其血液中分离的光滑型菌株

T(:;.

$其中的一些抗菌药物$如利奈唑胺与磺胺甲恶唑$对

T(:;.

表现为敏感但对
_);',

却表现为耐药,这可能与其细

菌的细胞壁结构有关$光滑型细菌糖脂质丰富$亲水性强$容易

为抗菌药物所作用(粗糙型菌落则刚好相反$其细胞壁富含脂

溶性的索状因子$亲水性差$不容易为抗菌药物所作用,因此$

对于导管性相关的分枝杆菌血流感染$拔除导管再进行抗感染

治疗$可能是最好的治疗方法,
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