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了解结核合并感染凝固酶阴性葡萄球菌"

*$,

#患者的耐药基因分布情况!为治疗结核合并感染患者提供指

导$方法
!

收集该院已确诊肺结核合并感染的患者!对分离的
91

株
*$,

进行耐药性分析!并采用
a*4

方法检测其耐药基因$

结果
!
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株
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的药敏结果显示!耐苯唑西林凝固酶阴性葡萄球菌"

64*$,

#检出率为
C.@(̀

!青霉素耐药率达
CB@.̀

!红霉

素%庆大霉素和四环素耐药率分别为
)B@9̀

%

29@'̀

和
.9@C̀

!发现耐万古霉素中介株'采用
a*4

扩增法检测其耐药基因!检出
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结核合并感染
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呈多重耐药性!携带多种耐药基因!耐药性严重!临床应给予重视$
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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'依从性较差及合并感染其他慢性疾病等因素#影响结

核患者的预后(

&

)

*而凝固酶阴性葡萄球菌$

*$,

%为临床常见

革兰阳性球菌#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#

*$,

已成为世界范围内医院感

染的重要致病菌(

.

)

*因此本研究对结核患者合并感染
*$,

进

行耐药基因及耐药性研究#现将结果报道如下*

$

!

资料与方法

$@$

!

一般资料
!

选择
.'&1

年
&&

月至
.'&B

年
(

月本院确诊

结核病患者检出的
91

株
*$,

#入选患者均有详细的临床记录

情况#包括体征'临床症状和实验室检查情况等*肺结核患者

均符合中华医学会制定的/肺结核诊断和治疗指南0中相关的

诊断标准(

(

)

*标本来源于痰液
(.

株'血液
2

株'胸腔积液
B

株'分泌物
(

株'尿液
(

株'脑脊液
.

株'大便
&

株#所占比例分

别为
9C@(̀

'

&(@'̀
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9@9̀

'

9@9̀

'
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'
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*质

控菌株为金黄色葡萄球菌
%D**.9C.(

*
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!

仪器与试剂
!

美国
:#

公司的
ab50$-8/&''

型全自动

微生物鉴定仪#瑞士罗氏公司的
*;F>"X1)'a*4

扩增仪#济

南鑫贝西公司的生物安全柜#北京市六一仪器厂的电泳仪#上

海培清公司的恒温金属浴仪&菌种鉴定药敏板购于美国
:#

公

司#蛋白酶
\

'

08 D>

Q

聚合酶'琼脂糖凝胶'

#+.'''#$%

6>=RE=

均由宝生物工程$大连%有限公司购入#

a*4

引物序列

由宝生物工程$大连%有限公司合成*

$@'

!

菌种鉴定及药物敏感性试验
!

分离纯培养菌落采用美国

:#

公司的
ab50$-8/&''

型全自动微生物鉴定仪进行细菌鉴

定及药敏分析*结果判定按照美国临床实验室标准化协会
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年制定的标准执行*药物敏感性检测采用
]b5/

$0D9@1

版软件进行统计分析*
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耐药基因检测
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模板的提取
!

挑选纯培养物单个菌落于含有蛋

白酶
\

溶液的离心管里#

99[

金属浴消化
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#

C9[

金属浴灭

活
&'AHK
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&.'''=

"

AHK

离心
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参照文献(
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扩增及电泳
!

a*4

扩增反应体系总体积为
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#包括
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#
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#上下游引物各
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#
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聚合酶
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#其余用灭菌纯水补足*

a*4

反应参数!
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个循环&最后
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*产物在
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保存(
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*将
a*4

产物与溴甲酚蓝指示剂混合后点样#进行
.̀

琼脂糖凝胶电

泳#凝胶成像仪成像并拍照*
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对抗菌药物的耐药率
!

药敏结果显示#耐苯唑西林

凝固酶阴性葡萄球菌$

64*$,

%检出率为
C.@(̀

#青霉素耐药

率达
CB@.̀

#红霉素'庆大霉素和四环素耐药率分别为
)B@9̀

'

29@'̀

和
.9@C̀

#发现耐万古霉素中介株#对其他抗菌药物耐

药情况见表
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耐药基因
a*4

检测结果
!

采用
a*4

扩增法检测
91

株

*$,

的耐药基因#其中检出
9'

株
AE7%

基因阳性菌株#其可见

片段大小为
9((F

?

&

1B

株
>>7

$

Bh
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>

?

I

$

.h

%基因阳性菌株#其

可见片段大小为
..'F

?

&

.B

株
>

?

I

$

(h

%

/

,

基因阳性菌株#其可

见片段大小为
.C(F

?

&

.'

株
E=A%

基因阳性菌株#其可见片段

大小为
B&'F

?

&

&9

株
<E<6

基因阳性菌株#其可见片段大小为

9'&F

?

*

/@'

!

耐药基因分布情况
!

91

株
*$,

中#检出
AE7%

基因
9'

株#
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$

Bh
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$
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%基因
1B

株#
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基因
.B

株#

E=A%

基

因
.'

株#

<E<6

基因
&9

株#阳性率分别为
C.@9̀
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结核是一种慢性传染性疾病#严重危害着人类健康#据报

道全世界每年新发生结核病
)''

万至
&'''

万#每年约有
&''

万至
(''

万人死于结核病(

2/C

)

*根据全国第五次结核病流行病

学抽样调查报告显示#

.'&'

年全国
&9

岁及以上人群活动性肺

结核的患病率为
19C

"

&'

万(

&'

)

*而结核合并感染的革兰阳性

球菌中#以葡萄球菌为首位#其中又以
*$,

为主#一直以来凝

固酶阳性的金黄色葡萄球菌被认为是致病菌受到广泛关注#

*$,

则被认为是一种非致病菌#因此临床对此类菌的感染并

不重视*有研究发现#

*$,

导致的相关感染性疾病增加#可能

威胁免疫缺陷患者的生命(

&&/&.

)

*目前关于葡萄球菌耐药基因

研究已有相关报道#但国内有关结核病合并感染
*$,

耐药基

因鲜见报道*因此本研究对结核病合并感染的
*$,

作耐药基

因检测*

'@$

!

)

/

内酰胺类药物耐药机制
!

获得性基因
AE7%

和
D06

基因'突变性基因
JEA

基因'编码失常的
">=

'

>=

O

'

A

O

=

基因等#

都是导致葡萄球菌对
)

/

内酰胺类药物耐药的原因*产生耐药

的葡萄球菌分为两种#一种是产青霉素酶葡萄球菌#另一种是

耐苯唑西林葡萄球菌$

64,

%&前者通过破坏
)

/

内酰胺环从而

对青霉素耐药#后者则多携带
AE7%

基因#其编码低亲和力青

霉素结合蛋白
.

'

$

a:a.

'

%#

a:a.

'

为葡萄球菌青霉素结合蛋白

.

$

a:a.

%的异构体#同样具有转肽酶活性#当
a:a.

被
)

/

内酰胺

药物强力抑制时#

a:a.

'

替代
a:a.

完成肽聚糖和细胞壁的合

成#细菌得以生存与繁殖*本研究中从结核合并感染患者中分

离的
*$,

中#

AE7%

基因的检出率为
C.@9̀

#而通过
6-*

法检

测苯唑西林的耐药率为
C.@(̀

#

9'

株
64*$,

均检出了
AE7%

基因#两者的相符程度达
&''̀

#因而可以推断结核合并感染

64*$,

多携带
AE7%

基因#耐药性严重*

'@/

!

氨基糖苷类药物耐药机制
!

目前已知#葡萄球菌对氨基

糖苷类耐药机制分为两种(

&(

)

!一是氨基糖苷类药物作用靶位

&B,=4$%

基因突变#二是获得氨基糖苷类修饰酶基因*氨基

糖苷类修饰酶基因可通过转座子'整合子'质粒等可移动的遗

传元件介导#具有易于传播的特点*国内外学者已检出的氨基

糖苷类修饰酶基因有
>>7

$

Bh

%"

>

?

I

$

.h

%基因'

>

?

I

$

(h

%

/

,

基因和

>

?

I

$

Bh

%

/

$

基因等*

>>7

$

Bh

%"

>

?

I

$

.h

%基因可表达
Bh

位乙肽转

移酶或
.h

位磷酸转移酶的双功能酶#修饰庆大霉素等氨基糖

苷类药物#使其药效失活(

&1

)

*本研究中
>>7

$

Bh

%"

>

?

I

$

.h

%基因

和
>

?

I

$

(h

%

/

,

基因的检出率分别为
)9@&̀

和
1)@&̀

#而庆大霉

素和妥布霉素的耐药率为
29@'̀

和
B)@9̀

#相比较与
>>7

$

Bh

%"

>

?

I

$

.h

%基因检出率较为一致#考虑导致庆大霉素和妥布

霉素耐药的主要基因为
>>7

$

Bh

%"

>

?

I

$

.h

%基因*

>

?

I

$

(h

%

/

,

基

因检出率偏低可能原因为菌株对其耐药基因部分表达或是需

要辅助才能表达#检出结果与陈瑞姗等(

9

)报道一致*

'@'

!

大环内酯类药物耐药机制
!

红霉素是治疗青霉素过敏或

严重葡萄球菌感染的首选替代药物#主要耐药机制为
E=A

基

因介导的核糖体靶位改变和
A"=%

基因介导的主动外排机制#

从而对大环内酯类药物耐药*

E=A

基因家族共
('

多种#临床

感染中以
E=A%

'

E=A:

'

E=A*

多见*本研究中#

E=A%

基因的检

出率为
(2@'̀

#而红霉素耐药率则达
)B@9̀

#两种检测结果差

异较大#可能原因为!$

&

%由于只检测一种
E=A%

基因#未对
E=/

A:

和
E=A*

基因检测#其可能是由这两种基因介导&$

.

%虽然

临床以
E=A

基因介导致红霉素耐药多见#但不排除由
A"=%

基

因介导的主动外排机制导致耐药&$

(

%值得一提的是#

AE7%

基

因多位于葡萄球菌染色体
AE7

基因盒$

,**AE7

%中#

,**AE7

+

C21(

+

检验医学与临床
.'&2

年
&.

月第
&1

卷第
.(

期
!

+>F6E!*GHK

!

#E7EAFE=.'&2

!

W;G@&1

!

$;@.(



为一段超过
(''''F

?

的染色体
#$%

片段#类似于毒力岛#除

携带
AE7%

基因复合物外#还可携带转座子和整合质粒#导致

各种非
)

/

内酰胺类药物耐药(

&9

)

*因此#

64*$,

除了对
)

/

内酰

胺类药物耐药外#还可对大环内酯类和氟喹诺酮类药物耐药*

'@1

!

四环素类药物耐药机制
!

四环素类药物耐药机制分两

类#一类为产核糖体保护蛋白#另一类为产四环素外排泵蛋白*

前者编码的基因包括
<E<6

'

<E<5

'

<E<i

'

<E<,

等
.(

种耐药基

因(

&B

)

#后者编码
<E<\

基因(

&2

)

*本研究中#

<E<6

基因检出率为

.2@)̀

#而四环素类药物的耐药率为
.9@C̀

#两者检出率一

致#表明结核合并感染的
*$,

均由
<E<6

基因介导产生的四环

素耐药*

综上所述#结核合并感染的
*$,

#特别是
64*$,

耐药性

严重#并呈多重耐药趋势#耐药率高的抗菌药物均可检测相关

的耐药基因#并且已经出现耐万古霉素的中介株*虽然本研究

没有对耐万古霉素基因进行检测#但并不难预见
*$,

可能已

产生了相应的耐药基因*结核病合并感染的
64*$,

携带多

种耐药基因#而且携带率高#耐药基因可在同种或不同种类细

菌间传播#必须引起广大医务工作者的关注*在结核病治疗过

程中#由于治疗时间长#患者免疫力低下#长期使用免疫抑制剂

等因素#合并细菌感染情况常见#因而临床治疗结核合并感染

*$,

时更应科学'合理使用抗菌药物#加强耐药基因的检测与

研究#强化感染控制措施#避免细菌耐药性的发生及耐药基因

的传播*
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