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探讨生殖道支原体对米诺环素的耐受性及其相关耐药基因携带情况&方法
!

分别从
"'(@

例生殖道感染者

的生殖道分泌物中分离得到生殖道支原体!通过支原体鉴定药敏试剂盒鉴定支原体及其对米诺环素的敏感性!然后采用耐药基因

检测试剂盒检测各菌株四环素耐药基因
)HE+

的阳性率&结果
!

共分离得到
&?(

株支原体阳性菌株!其中解脲支原体"
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$占

(":'@b

!人型支原体"
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$占
4:%&b

!

\\i+;

占
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'随着米诺环素浓度增大!菌株耐受性逐渐降低!当米诺环素浓度为

":''''/

C

#

A

时抑菌效果最佳'

)HE+

基因在中介菌株检出率显著高于敏感菌株!差异有统计学意义"

!

$

':'4

$'

)HE+

基因在耐

药菌株中的阳性检出率最高!显著高于中介菌株%敏感菌株!差异均有统计学意义"

!

$
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$&结论
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生殖道支原体对米诺环素

米诺环素有一定耐受性!

)HE+

基因与菌株米诺环素耐受性密切相关!可以作为判断米诺环素耐药性的重要参考依据&

关键词"人型支原体'
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支原体是目前已知最小的原核微生物#介于细菌和病毒之

间'对人类有致病作用的支原体有
%

种#其中人型支原体

$

+;

%和解脲支原体$

\\

%是人类生殖道中常见的病原体'临

床研究表明(

"6&

)

#

\\

和
+;

不仅能够引起慢性前列腺炎*阴道

炎*宫颈炎等泌尿生殖系统疾病#甚至还有可能导致流产*死

胎*男性不育和女性不孕等严重后果'数据显示(

%

)

#在西方国

家#生殖道支原体感染率位居性传播疾病之首#在我国的发病

率逐年上升'米诺环素是目前临床治疗支原体感染的首选药

物#由于广谱抗菌药物的滥用和不规则治疗使得支原体对米诺

环素的敏感性不断改变'

+JIEDKHP

等(

4

)研究发现#

)HE+

基因

与生殖道支原体对米诺环素的耐药性密切相关'为进一步了

解生殖道支原体对米诺环素的耐受性及其耐药基因携带情况#

本研究从
"'(@

例生殖道感染患者的生殖道分泌物中分离出

&?(

株支原体阳性菌株#并对其四环素类药物$以米诺环素为

例%耐受性和相关耐药基因
)HE+

携带情况进行了分析#现将

结果报道如下'

$
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资料与方法

$:$

!

一般资料
!

收集
$'"&

年
&

月至
$'"@

年
&

月本院妇产科

和泌尿外科接收的
"'(@

例生殖道感染患者的生殖道分泌物

标本#患者年龄
$'

"

@%

岁#平均$

&@:'(Z@:">

%岁'所有患者

均为初次就诊#其中男
&?(

例#女
@?>

例'患者就诊时多有不

洁性行为史和不同程度的临床症状#男性主要表现为尿痛*尿

道灼热瘙痒或尿道有白色黏液分泌物等#女性主要表现为白带

增多*宫颈糜烂或外阴瘙痒等#少数患者无显著临床症状'排

除采集标本前
$

周内使用抗菌药物和有淋球菌感染的患者'

$:/

!

方法

$:/:$

!

标本采集
!

男性患者取材前
"5

内禁止排尿#用无菌

棉球擦拭生殖道口#然后用含肉汤的无菌棉拭子插入生殖道口

内
$F/

左右#轻转棉拭子
$

周并停留
$'2

后取出#置于无菌试

管中送检&女性患者取材前先对外阴部进行消毒#然后用窥阴

器扩开阴道#将含肉汤的专用拭子插入宫颈管内
"

"

$F/

并旋

转
$

周#停留
$'2

后避开阴道壁黏膜取出#置于无菌试管后立

即送检'

$:/:/
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检测方法
!

生殖道支原体对米诺环素的耐受性通过支

原体鉴定药敏试剂盒$培养法%进行鉴定#试剂盒购自
RDB

+mIDH1U

有限公司'将米诺环素$米诺环素购自哈药集团三精

制药厂有限公司&批号!

;"'>%''4>

&每粒
4'/
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%分为不同浓

度
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检验医学与临床
$'"(

年
?

月第
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卷第
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期
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#严格按照操作说明书将待检棉拭子接

种于尿素
6

精氨酸肉汤培养基中#混匀后通过移液器以每孔
44

%

A

的量加入反应杯孔中并覆盖无菌矿物油
$

"

&

滴#盖好试纸

条并置于
&(g

恒温培养箱中培养
$%5

$

\\

%和
%?5

$

+;

%'

菌株
)HE+

基因的检测通过
)HE+

耐药基因检测试剂盒$宝生

物工程$大连%有限公司%进行鉴定#具体过程如下!$

"

%扩增模

板的制备'取
$''

%

A

培养物#高速离心
4/DK

后弃上清&分别

加入裂解液混匀#

44g

水浴
"5

后
>4g

水浴
4/DK

&

"$'''I

"

/DK

#

&'2

离心后取上清即为扩增模板'$

$

%

8!7

扩增'以
4a6

))3)!33!SS)))3)!3SS6&a

为正向引物#

4a6!S)

3)3)3)S!33S3!S6&a

为反向引物#取
$

%

A

模板在
4'

%

A

体系中按照表
"

中的程序进行扩增'$

&

%电泳检测'取
4

%

A

扩增产物与
"

%

AABJGDK

C

L1OOHI

混匀后在加有
*T3

染料

溴化乙锭$

VR

%的琼脂糖凝胶$

$b

%中与阴性对照和阳性对照

同时进行电泳#并通过凝胶成像系统鉴定'

表
"

!!

耐药基因
)HE+8!7

程序

过程 温度$

g

% 时间 循环

预变性
>% 4/DK "

变性
>% "/DK &4

退火
4? &'2

延伸
($ "/DK

终延伸
($ "'/DK "
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!

判定标准
!

支原体鉴定!当鉴定孔中培养液颜色由亮黄

色转为红色时#判定该孔为支原体阳性#颜色没有变化的为支

原体阴性'药敏试验鉴定!鉴定孔变色而两个浓度的药物孔均

不变色时#认为该支原体对米诺环素敏感&鉴定孔和两个药物

孔均变红时#认为该支原体耐药&鉴定孔和低浓度的药物孔变

红而高浓度的药物孔不变色#表示中介'支原体耐药率$

b

%

=

$中介菌株数
i

耐药菌株数%"菌株总数
Y"''b

'通过
*T3

+JÌHI

比对
)HE+

基因的分子量$

&((L

0

%并与阳性对照和阴

性对照进行对比'

$:1

!

统计学处理
!

采用统计学软件
9899$$:'

对数据进行分

析#计数资料采用百分数表示#组间比较采用
!

$ 检验#以
!

$

':'4

为差异有统计学意义'

/

!

结
!!

果

/:$

!

支原体检测结果
!

本次研究的
"'(@

例患者中共分离得

到
&?(

株支原体阳性菌株#阳性率为
&4:>(b

'支原体阳性菌

株中#

\\

阳性
$(4

株#占总阳性菌株的
(":'@b

&

+;

阳性菌

$"

株#占总阳性菌株的
4:%&b

&

\\i+;

阳性菌株
>"

株#占

阳性菌株总数的
$&:4"b

'说明
\\

阳性菌株最多#其次为

\\i+;

混合菌株#

+;

阳性菌株数目显著少于
\\

阳性

菌株'

/:/

!

阳性菌株耐受试验结果
!

随着米诺环素浓度增大#菌株

耐受性逐渐降低#当米诺环素浓度为
":''''/

C

"

A

时抑菌效

果最佳'见表
$

'

表
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不同米诺环素浓度下存活菌株数&

)

#

b

$(

组别
)

米诺环素浓度$

/

C

"

A

%

':'&'' ':'@$4 ':"$4' ':$4'' ':4''' ":'''' $:'''' %:''''

\\ $(4 "4@

$

4@:(&

%

@?

$

$%:(&

%

&$

$

"":@%

%

"%

$

4:'>

%

%

$

":%4

%

"

$

':&@

%

'

$

':''

%

'

$

':''

%

+; $" "'

$

%(:@$

%

"

@

$

$?:4(

%

"

&

$

"%:$>

%

"

"

$

%:(@

%

"

"

$

%:(@

%

"

'

$

':''

%

'

$

':''

%

'

$

':''

%

\\i+; >" %?

$

4$:(4

%

$$

$

$%:"(

%

"'

$

"':>>

%

(

$

(:@>

%

%

$

%:%'

%

'

$

':''

%

'

$

':''

%

'

$

':''

%

!!

注!与
\\

组比较#

"
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耐药基因
)HE+

的检测结果
!

本研究共检出敏感菌株*

中介菌株*耐药菌株分别为
$?&

*

@>

和
&4

株'

)HE+

基因在中

介菌株中检出
@%

株#检出率为
@@:@(b

&显著高于敏感菌株

(

$$:>(b

$

@4

"

$?&

%)#差异有统计学意义$

!

$

':'4

%&在耐药菌

株中的阳性检出率(

?$:?@b

$

$>

"

&4

%)显著高于中介菌株*敏感

菌株#差异有统计学意义$

!

$

':'4

%'

'

!

讨
!!

论

!!

目前#从人体中分离的支原体中已发现
(

种对人体有致病

作用#其中
+;

和
\\

是引起泌尿生殖道感染的主要类型(

@

)

'

研究表明(

(6?

)

#

+;

和
\\

感染可引起多种泌尿生殖道相关疾

病#且感染率也在不断上升'本研究结果显示#

$'"&

年
&

月至

$'"@

年
&

月在本院诊治的
"'(@

例生殖道感染患者中有
&?(

例支原体阳性#其中
$(4

例为
\\

阳性#占支原体阳性总数的

比例较高#与大多数报道一致(

(6>

)

'支原体无细胞壁的独特结

构#使得其对通过作用于细胞壁抗菌的头孢菌素类和青霉素类

等药物有天然抗性#因此临床中常用四环素类抗菌药物进行治

疗(

"'

)

'米诺环素主要通过与核糖体
&'2

亚基结合#抑制核蛋

白体与氨酰
E7T3

的结合#从而阻断蛋白合成达到抗菌效果'

由于临床上支原体易反复感染#加上部分患者治疗不规范和抗

菌药物滥用等现象#使得
+;

和
\\

对常用抗菌药物均产生

了不同程度的耐药性(

""6"$

)

'本次临床研究中#

\\

*

+;

和

\\i+;&

种类型均对米诺环素产生了一定的耐受性#且

\\

对米诺环素的耐受性高于
+;

#这可能与临床中
\\

感染

率较高有关'

国内外研究显示(

"&6"4

)

#

)HE+

基因与支原体的四环素耐受

性显著相关#该基因可以编码合成核蛋白保护蛋白#与核蛋白

体相互作用#从而使蛋白合成不受米诺环素的影响'本次研究

结果显示#

?$:?@b

的耐药菌株和近半数中介菌株均检测到

)HE+

基因#说明
)HE+

与菌株的米诺环素耐药性密切相关'

但敏感菌株中也有
&

株菌株显示
)HE+

阳性#而
&4

株中介菌

株未检测到
)HE+

基因存在#这一结果表明#

)HE+

基因并不是

米诺环素耐药菌株特有的基因#可能存在
)HE+

基因以外的其

他机制与其一起作用使菌株对米诺环素产生耐受性'

综上所述#在生殖道支原体感染中#

\\

感染率和四环素

耐药性均显著高于
+;

感染#在应用米诺环素时对
\\

感染

患者进行治疗时要适当加大药量'

)HE+

基因与支原体米诺

环素耐受性密切相关#可在临床中作为判断患者米诺环素耐受

性的参考依据'
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