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"摘要#

!

目的
!

研究金黄色葡萄球菌的致病毒素基因与耐药性的关系%方法
!

对临床收集的
.3

株金黄色葡

萄球菌!采用聚合酶链反应"

]S(

$检测耐药基因
6;A,

和致病毒素基因中毒休克综合征毒素
9!

"

:**:9!

$'杀白细胞

毒素"

]T1

$!采用纸片扩散法进行药敏试验!对红霉素耐药和克林霉素敏感的菌株做
-9

试验%结果
!

.3

株金黄色

葡萄球菌中耐甲氧西林金黄色葡萄球菌"

+(*,

$的检出率为
%%$3Q

%

+(*,

除对万古霉素'呋喃妥因敏感外!对

其他抗菌药物均高度耐药!甲氧西林敏感金黄色葡萄球菌"

+**,

$对抗药物的耐药性较轻!两组间的耐药性差异有

统计学意义"

!

#

'$'%

$%

]T1

基因阳性的
+(*,

耐药性与
]T1

基因阴性的
+(*,

比较!两组间耐药性差异无统

计学意义"

!

$

'$'%

$%

]T1

基因阳性的
+**,

耐药性比不携带
]T1

基因的
+**,

强!两者间差异有统计学意义

"

!

#

'$'%

$%携带
:**:9!

基因的
+(*,

除对万古霉素'呋喃妥因无耐药菌株外!对其他
!4

种抗菌药物
!''Q

耐

药%

-9

试验阳性菌株占所检菌株的
!'$&Q

!占红霉素耐药'克林霉素敏感菌株的
&&$/Q

%只有
!

株
]T1

基因阳性

的
+(*,-9

试验阳性%结论
!

+(*,

的耐药性非常严重!表现为对多种抗菌药物同时耐药!并且具有较高的红霉

素诱导克林霉素耐药率#

]T1

和
:**:9!

可增强金黄色葡萄球菌的致病力及
+**,

的耐药性!增加了临床抗感染

治疗的难度%

"关键词#

!

金黄色葡萄球菌#

!

杀白细胞毒素基因#

!

中毒休克综合征毒素
9!

基因#

!

耐药性

!"#
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金黄色葡萄球菌是医院感染的重要病原菌之一#随着抗菌

药物的广泛应用#金黄色葡萄球菌尤其是耐甲氧西林金黄色葡

萄球菌$

+(*,

&的耐药性日益增强#并呈现多重耐药性#而且

红霉素具有诱导克林霉素耐药的作用#给临床抗感染治疗带来

困难+本研究对
.3

株金黄色葡萄球菌进行耐药基因
6;A,

,致

病毒素基因杀白细胞毒素$

]T1

&基因和中毒休克综合征毒素
9

!

$

:**:9!

&基因检测和药敏试验,

-9

试验#以探讨金黄色葡萄

球菌尤其
+(*,

的耐药性及诱导耐药性与致病毒素基因的相

关性#现将结果报道如下+

$

!

材料与方法

$$$

!

菌株来源
!

.3

株金黄色葡萄球菌来源自
"''.

年
!

月至

"''&

年
3

月沧州中西医结合医院住院患者各种临床标本中分

离的金黄色葡萄球菌#包括痰液,脓液,血液,腹腔引流物,肾囊

肿穿刺液,胸腔积液,脓疱液,疱液,导管下段及导管尖端#无重

复分离株#经全自动微生物分析仪鉴定为金黄色葡萄球菌#质

控菌株为
,:SS"%/"#

+

$$/

!

主要仪器
!

OC8g,LC

J

93'

型全自动微生物分析仪$美国

-,-̀ 9[̀ (_Û

公司产品&#聚合酶链反应$

]S(

&仪$美国
`

=

9

-

!%!"

-

检验医学与临床
"'!"

年
/

月第
/

卷第
!.

期
!

1CM+;HS8B5

!

*;

=

?;6M;>"'!"

!

T78$/

!

U7$!.



=

;5H7>F

公司产品&#凝胶成像仪$美国
I7?7H

J

5;

公司产品&#电

泳仪$瑞典
]@;>6CABC

公司产品&+

$$'

!

药敏试验
!

采用标准的纸片扩散法#操作及结果判读均

严格按照
S1*_

标准+其中红霉素与克林霉素两纸片间的距

离为
!4

!

"'66

+如果红霉素耐药,克林霉素敏感#临近红霉

素纸片侧克林霉素抑菌圈出现切迹呈大写字母1

-

2时#判为
-9

试验阳性或红霉素对克林霉素具有诱导耐药性)

!

*

+

$$1

!

基因的检测

$$1$$

!

引物的设计
!

根据
;̂5[C5g

中已发布的各型基因序列

并参考部分文献)

"

*自行设计
:**:9!

基因,

]T1

基因,

6;A,

基

因引物#委托上海生工生物工程有限公司合成+

]T1

!

]!

为
%c9

:̂̂ ,:̂ Ŝ̂ S:̂ ,̂ ^ :,̂ :S9#c

#

]"

为
%c9̂ S: ^̂ ^

^̂ :,,: :S,::̂ :S: 9̂#c

+

:**:9!

!

]!

为
%c9̂ S:,:S

:̂, ,̂ SSS:::̂ ::̂ S9#c

#

]"

为
%c9̂ S:^̂ ,:SS :̂S

,::S,::̂ ::9#c

#

6;A,

!

]!

为
%c9̂ SS :̂, :̂: :̂S^̂ ^

:::^̂9#c

#

]"

为
%c9̂ Ŝ ^̂ , :̂ : Ŝ̂ ,:: :̂, ::̂

S9#c

+

$$1$/

!

]S(

检测基因
6;A,

,

:**:9!

,

]T1

采用
"'

#

1

反应

体系!模板
!

#

1

#引物
"

#

1

#

HU:]!%

#

1

#

:C

b

酶
'$"

#

1

#

!'P

缓冲液
"

#

1

#

+

K

"R离子
"

#

1

#双蒸水
!!$#

#

1

+

]S(

反应条

件!

/3$'X 36B5

%

/3$' X #'G

#

%"$' X #'G

#

."$' X "$%

6B5

#

#%

个循环%

."$'X

延伸
!%6B5

#

"'

K

"

1

的琼脂糖凝胶电

泳#溴化乙锭染色
"'6B5

#清水冲洗后凝胶成像系统观察结果+

$$2

!

统计学处理
!

采用
*]**!.$'

统计软件进行统计学处

理#

!

#

'$'%

为差异有统计学意义+

/

!

结
!!

果

/$$

!

+(*,

的分离率
!

.3

株金黄色葡萄球菌中
6;A,

基因

阳性
3!

株#

+(*,

检出率为
%%$3Q

+

表
!

!

金黄色葡萄球菌对抗菌药物的耐药率&

Q

'

抗菌药物
+(*,

$

&\3!

&

敏感率 耐药率

+**,

$

&\##

&

敏感率 耐药率

青霉素
'$' !''$' 4$! /#$/

苯唑青霉素
'$' !''$' !''$' '$'

头孢噻吩
'$' !''$' !''$' '$'

来胺硫霉素
'$' !''$' !''$' '$'

头孢唑啉
'$' !''$' !''$' '$'

头孢噻肟
'$' !''$' !''$' '$'

阿莫西林"棒酸
'$' !''$' !''$' '$'

氨苄青霉素
'$' !''$' 4$! /#$/

红霉素
"$3 /.$4 #'$# 4/$.

克拉霉素
"$3 /.$4 3&$% %!$%

氯林可霉素
"!$# .&$. #/$3 4'$4

庆大霉素
"$3 /.$4 44$. ##$#

四环素
"$3 /.$4 /.$' #$'

环丙沙星
"$3 /.$4 /#$' 4$!

利福平
!"$& &.$" /.$' #$'

呋喃妥因
!''$' '$' !''$' '$'

万古霉素
!''$' '$' !''$' '$'

!!

注!

+(*,

与
+**,

的耐药性比较#

!

#

'$'%

+

/$/

!

致病毒素基因检出情况
!

.3

株金黄色葡萄球菌中检出

]T1

基因阳性
""

株#其中
+(*,

中
]T1

基因阳性
!%

株#甲

氧西林敏感金黄色球菌$

+**,

&中
.

株%

:**:9!

基因阳性检

出
%

株#

%

株
:**:9!

基因阳性的菌株
]T1

基因也阳性#全部

是
+(*,

+

/$'

!

药敏试验结果分析
!

药敏结果显示
+(*,

对
%

9

内酰胺

类抗菌药物
!''Q

耐药#对红霉素,克拉霉素,环丙沙星,庆大

霉素,四环素的耐药率达
/.$4Q

#对氯林可霉素和利福平的耐

药率分别为
.&$.Q

和
&.$"Q

+

+**,

的耐药性较轻#除对青

霉素,氨苄青霉素耐药率较高#为
/#$/Q

#对红霉素,氯林可霉

素,克拉霉素的耐药率在
%'Q

以上#对环丙沙星,利福平,四环

素较敏感#敏感率分别为
/#$'Q

,

/.$'Q

和
/.$'Q

+

+(*,

和

+**,

均未发现对万古霉素,呋喃妥因耐药的菌株+

+(*,

与
+**,

两组间的耐药性差异有统计学意义$

!

#

'$'%

&#见表

!

+携带
]T1

基因的
+(*,

,

+**,

比不携带
]T1

基因的

+(*,

,

+**,

的耐药性强#只有
+**,

两组间耐药性差异有

统计学意义$

!

#

'$'%

&+同时携带
:**:9!

,

]T1

基因的
+(9

*,

除对万古霉素,呋喃妥因敏感外#对其他抗菌药物均
!''Q

耐药+金黄色葡萄球菌对红霉素和克林霉素不同耐药表型及

-9

试验结果见表
"

+

表
"

!

携带致病毒素基因的金黄色葡萄球菌

!!

耐药性结果分析&

Q

'

抗菌药物
]T1R

+(*,

]T19

+(*,

]T1R

+**,

]T19

+**,

:**:9!R

+(*,

青霉素
!''$' !''$' !''$' /4$" !''$'

苯唑青霉素
!''$' !''$' '$' '$' !''$'

头孢噻吩
!''$' !''$' '$' '$' !''$'

氨苄青霉素
!''$' !''$' !''$' /4$" !''$'

头孢唑啉
!''$' !''$' '$' '$' !''$'

头孢噻肟
!''$' !''$' '$' '$' !''$'

阿莫西林
!''$' !''$' '$' '$' !''$'

亚胺硫霉素
!''$' !''$' '$' '$' !''$'

红霉素
!''$' /4$" &%$. 4%$3 !''$'

克拉霉素
!''$' /4$" &%$. 3"$# !''$'

氯林可霉素
!''$' &&$% &%$. 4'$/ !''$'

万古霉素
'$' '$' '$' '$' '$'

环丙沙星
!''$' /4$" !3$# '$' !''$'

庆大霉素
!''$' /4$" .!$3 "#$! !''$'

利福平
!''$' &3$4 !3$# '$' !''$'

四环素
!''$' /4$" !3$# '$' !''$'

呋喃妥因
'$' '$' '$' '$' '$'

!!

注!

+(*,

与
+**,

两组间的耐药性比较#

!

#

'$'%

+

表
#

!

金黄色葡萄球菌对红霉素和克林霉素不同

!

耐药表型&株'及
-

试验阳性的发生率*

&

&

Q

'+

菌种 菌株数
9̀*

#

S_9* 9̀(

#

S_9(

9̀(

#

S_9*

-9?;G?

$

R

&

-9?;G?

$

Y

&

+(*, 3! !

$

"$3

&

##

$

&'$%

&

4

$

!3$4

&

!

$

"$3

&

+**, ## &

$

"3$#

&

"#

$

4/$.

&

"

$

4$!

&

'

$

'$'

&

合计
.. /

$

!"$"

&

%4

$

.%$.

&

&

$

!'$&

&

!

$

!$3

&

!!

注!

`

为红霉素#

S_

为克林霉素#

(

为耐药#

*

为敏感+

-

"%!"

-

检验医学与临床
"'!"

年
/

月第
/

卷第
!.

期
!

1CM+;HS8B5

!

*;

=

?;6M;>"'!"

!
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试验结果
!

.3

株金黄色葡萄球菌中有
/

株红霉素耐

药而克林霉素敏感#

-9

试验阳性
&

株#占红霉素耐药克林霉素

敏感的
&&$/Q

#其中有
!

株
-9

试验阳性的
+(*,

携带
]T1

基因+

-9

试验结果见表
#

+

'

!

讨
!!

论

近年来
+(*,

的临床分离率呈明显上升趋势#肖松生

等)

#

*报道
+(*,

检出率为
#3$!#Q

#杨长顺等)

3

*研究显示

+(*,

的检出率为
%"$#3Q

#熊薇等)

%

*报道
+(*,

的检出率

较高为
44$.Q

%本研究中
.3

株金黄色葡萄球菌
+(*,

的检出

率介于其间#为
%%$3Q

#研究结果表明
+(*,

在金黄色葡萄球

菌引起的感染中占有较高的比例+药敏结果显示#

+(*,

除

对万古霉素,呋喃妥因敏感外#对其他抗菌药物均高度耐药#

+(*,

对
%

9

内酰胺类,氨基糖苷类,红霉素,克拉霉素,四环

素,利福平等抗菌药物的耐药率均显著高于
+**,

#与金咏絮

等)

4

*报道相似#表明临床上治疗
+(*,

选用的抗菌药物种类

已较少+

+**,

的耐药性较轻#除对青霉素,氨苄青霉素,红霉

素,氨林克霉素,克拉霉素耐药率较高外#对其他抗菌药物均较

敏感+

+(*,

与
+**,

两组间的耐药性差异有统计学意义+

本研究对携带致病毒素基因的
+(*,

和
+**,

的耐药性

进行综合分析#发现携带
]T1

基因的
+(*,

除对万古霉素,

呋喃妥因
!''Q

敏感外#对其他抗菌药物均完全耐药#但与

]T1

基因阴性的
+(*,

间耐药性差异无统计学意义$

!

$

'$'%

&#可能与
+(*,

自身的耐药性非常严重并呈多重耐药性

有关+

]T1

基因阳性的
+**,

对环丙沙星,庆大霉素,利福

平,四环素,克拉霉素,氯林克霉素,红霉素的耐药性比不携带

]T1

基因的
+**,

强#两组间的耐药性差异有统计学意义

$

!

#

'$'%

&+

:**:9!

基因阳性的
+(*,

同时携带
]T1

基因#

除对万古霉素,呋喃妥因外#对其他
!4

种抗菌药物也均
!''Q

耐药+葡萄球菌对大环内酯类抗菌药物耐药表型分为结构型

耐药和诱导型耐药!结构型耐药对红霉素和克林霉素均耐药#

诱导型耐药对红霉素耐药而对克林霉素敏感#只有通过
-9

试

验才能检测出来)

.

*

+

-9

试验结果显示结构型耐药的
+(*,

和

+**,

分别为
&'$%Q

和
4/$.Q

#占全部金黄色葡萄球菌的

.%$.Q

#与刘庆中等)

&

*报道的结果相似+红霉素耐药而克林霉

素敏感的
+(*,

和
+**,

分别有
.

株和
"

株#其中
-9

试验阳

性的
&

株#诱导耐药阳性率为
&&$/Q

#明显高于彭少华等)

/

*的

报道的结果#金黄色葡萄球菌的总诱导耐药率为
!'$&Q

#低于

詹遹)

!'

*的研究结果+有
!

株
]T1

基因阳性的菌株
-9

试验阳

性#因其检测的菌株较少#不能有效反映
]T1

基因与细菌的诱

导耐药性的相关性+

综上所述#

+(*,

的耐药性非常严重#表现为对多种抗菌

药物同时耐药#并且具有较高的红霉素诱导克林霉素耐药特

性#

]T1

和
:**:9!

可增强金黄色葡萄球菌的致病力及耐药

性#尤其能明显增强
+**,

的耐药性#这些应引起临床的高度

重视+今后应进一步研究金黄色葡萄球菌致病毒素基因与耐

药性的相关性#为阐明细菌的耐药机制#研制检测致病毒素基

因的方法及开发新抗菌药物提供理论依据)
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