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感染性心内膜炎患者的主要病原菌耐药基因检测"
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要#目的
!

分析感染性心内膜炎患者耐药表型与耐药基因的关系&方法
!

收集感染性心内膜炎患者血

培养分离的草绿色链球菌和葡萄球菌!提取
"W(

!用聚合酶链反应"

6!5

$法扩增检测耐药基因&结果
!

草绿

色链球菌扩增的基因为
6%6)E

%

6%6*K

和
6%6*G

!这
+

个基因主导
%

9

内酰胺类抗菌药物耐药!葡萄球菌扩增基

因为
I@J(

和
@CI%

!

I@J(

基因可引起耐甲氧西林阳性!

@CI%

基因主导大环内酯类耐药!该实验选取的
/

株草

绿色链球菌未检测出
6%6)E

%

6%6*K

和
6%6*G

基因!葡萄球检测检测结果显示
#

%
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号菌株
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基因阳

性!

#
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.
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号菌株
@CI%

基因阳性&结论
!

耐药基因检测可以对临床感染性心内膜炎患者早期用药起到指导

作用&
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感染性心内膜炎是由病原菌直接感染而引起的

心瓣膜+心室壁或邻近大动脉内膜的炎症性疾病#引

起感染的病原体以细菌最常见#也可由真菌+病毒+立

克次体+衣原体属+螺旋体等其他微生物引起(据目

前的文献报道#感染性心内膜炎的病死率高达

*-,-[

#已成为威胁人类健康的重要疾病#故及早的

诊断和治疗对感染性心内膜炎起到重要作用)

)

*

(本

研究对本院感染性心内膜炎分离的主要病原菌进行

耐药基因检测#分析耐药表型与耐药基因的关系#为

临床合理用药提供参考(

$

!

材料与方法

$,$
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菌株来源
!

实验菌株来自本院
*-)#

年
0

月至

*-).

年
+

月临床以
"=JZ

标准确诊为感染性心内膜

炎的血培养阳性瓶分离病原菌(
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仪器与试剂
!

抗菌药物纸片+
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公司的
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公司的引物+琼脂糖+
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+
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QECZ@C

+
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X

酶#水浴箱+离心机+电泳仪+

6!5

扩增

仪+凝胶成像系统(

$,'

!

方法

'

$0#*
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检验医学与临床
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年
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月第
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卷第
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标本采集与细菌分离
!

收集临床感染性心内

膜炎血培养阳性标本分离出来的草绿色链球菌和葡

萄球菌(符合要求的草绿色链球菌和葡萄球菌各有

/

株(

$,',/

!

药敏及保存
!

纸片法测分离细菌的药敏#然

后把细菌保存在
c.-k

低温冰箱里(

$,','

!

"W(

模板的制备
!

用
YI@

3

E

公司的
%EJ<@9

CAEF"W(aA<"++/-9-)

细菌
"W(

提取试剂盒#按照

说明书步骤提取草绿色链球菌和葡萄球菌
"W(

(取
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提取产物与
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混合#点样#

)[

琼脂糖凝胶
)*-V

电泳
$-IAD

#用凝胶成像系统

分析并记录结果)

*

*

(

c*-k

保存
"W(

待用(
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扩增
!

)

!

/

号为草绿色链球菌#对草绿

色链球菌检测的
%

9

内酰胺类耐药基因主要是
6%6)E

+

6%6*K

+

6%6*G

#选取肺炎链球菌为标准阳性菌株%

#

!

)-

号为葡萄球菌#对葡萄球菌检测的耐甲氧西林基因

I@J(

#耐大环内酯类基因
@CI%
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反应体系
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物
)

'

'

$上下游分别
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#剩余超

纯水补足(反应温度!
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预变性
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#
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混合#点样#
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琼脂糖
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$-

IAD

#凝胶成像系统分析并记录结果(
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结
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果
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菌株药敏试验结果
!

选取的
)

!

/

号草绿色链

球菌药敏试验结果$表
*

&#显示
/

株细菌均对青霉素

敏感#选为标准阳性对照的肺炎链球菌药敏试验结果

显示对青霉素耐药(

#

+

.

+

8

+

)-

号菌株对甲氧西林耐

药#

#

+

.

+

8

+

0

号菌株对红霉素耐药#见表
+

(
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耐药基因检测结果
!

图
)

+

*

为草绿色链球菌和

作为标准阳性对照的肺炎链球菌的耐药基因检测结

果#可见草绿色链球菌未检测出
6%6)E

+

6%6*K

和

6%6*G

基因#肺炎链球菌
6%6)E

+

6%6*K

和
6%6*G

基

因均被检测出(图
+

为葡萄球菌检测结果#

#

+

.

+

8

+

)-

号菌株检测出
I@J(

基因#

#

+

.
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8

+

0

号菌株检测出
@C9

I%

基因(

表
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草绿色链球菌对青霉素的药敏试验结果

编号 细菌 青霉素

)

草绿色链球菌
U

*

草绿色链球菌
U

+

草绿色链球菌
U

$

草绿色链球菌
U

/

草绿色链球菌
U

阳性对照 肺炎链球菌
5

!!

注!

U

为敏感%

5

为耐药

表
+
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葡萄球菌药敏试验结果

编号 细菌
药敏试验

甲氧西林 红霉素

#

表皮葡萄球菌
5 5

.

表皮葡萄球菌
5 5

8

头状葡萄球菌
5 5

0

溶血葡萄球菌
U 5

)-

表皮葡萄球菌
5 U

!!

注!

U

为敏感%

5

为耐药

图
)

!

草绿色链球菌检测结果

图
*
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草绿色链球菌和肺炎链球菌检测结果

/,'

!

药敏试验及基因检测结果
!

/

株草绿色链球菌

均对青霉素敏感#肺炎链球菌对青霉素耐药#对草绿

色链球菌和肺炎链球菌进行
6%6)E

+

6%6*K

和
6%6*G

基因检测#草绿色链球菌未检测到这
+

个基因#肺炎

链球菌
+

个基因均为阳性#药敏结果和基因检测结果

见表
$

#基因型与耐药表型一致(

/

株葡萄球菌中#

#

+

'
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检验医学与临床
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期
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号葡萄球菌对红霉素耐药且耐甲氧西林阳性#

+

例菌株均检测出
I@J(

和
@CI%

基因(

0

号溶血葡萄

球菌对红霉素耐药#耐甲氧西林阴性#

)-

号表皮葡萄

球菌则相反#对红霉素敏感#耐甲氧西林阳性#对
0

+

)-

号进行耐药基因检测中#笔者发现
0

号溶血葡萄球菌

检测到
@CI%

基因而没有检测到
I@J(

基因#

)-

号表

皮葡萄球菌检测到
I@J(

基因而没有检测到
@CI%

基

因#基因型与耐药表型一致#药敏试验结果和基因检

测结果#见表
$

+

/

(

图
+
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葡萄球菌检测结果

表
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草绿色链球菌和肺炎链球菌耐药基因检测结果

编号 细菌 青霉素 耐药基因检测结果
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注!

U

为敏感%

5

为耐药

表
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葡萄球菌耐药基因扩增结果

编号 细菌
药敏试验

甲氧西林 红霉素
扩增结果

#
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注!

U

为敏感%
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为耐药
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感染性心内膜炎是指由细菌+真菌和其他微生物

直接感染而产生心瓣膜或心室壁内膜的炎症)

*9+

*

(随

着医疗技术地不断进步#人工瓣膜植入常用于治疗心

脏病#以及各种侵入性操作的广泛应用#细菌性血症

病例也渐渐增多)

$

*

(常见的病原菌分布较为广泛#以

草绿色链球菌+葡萄球菌等条件致病菌相对多见#感

染性心内膜炎临床表现多样#如发热+心脏杂音+心力衰

竭和脾肿大等#是心脏内外科较常见而且难以处理的一

种严重疾病#其症状可以单独出现也可以伴随其他疾

病#如自身免疫性疾病#给临床诊断带来干扰)

/9#

*

(

据统计#

*-))

!

*-)/

年本院感染性心内膜炎患

者病原菌中共分离出草绿色链球菌
)-$

例#占

+.,)[

#为主要病原菌%表皮葡萄球菌
+-

例#占

)-,.[

(草绿色链球菌对红霉素+克林霉素耐药率较

高#均为
/$,/[

%对头孢噻肟的耐药率为
0,)[

#头孢

曲松为
*,+[

#目前没有检测到耐青霉素的草绿色链

球菌(葡萄球菌对青霉素的耐药率为
)--,-[

#对红

霉素和四环素的耐药率分别为
/.,)[

和
#),0[

)

.

*

(

草绿色链球菌主要对红霉素和克林霉素的耐药率较

高#葡萄球菌普遍对青霉素
^

+苯唑西林+红霉素+克

林霉素等耐药(青霉素结合蛋白$

6%6;

&作为
%

9

内酰

胺类抗菌药物作用于细菌的必需蛋白#当细菌编码

6%6;

的基因发生变异#可以导致
6%6;

的数量+种类

或与抗菌药物的亲和力发生变化#造成细菌结合
%

9

内

酰胺类抗菌药物的能力降低#进而导致细菌耐药性的

产生)

8

*

(

@CI%

基因介导靶位点修饰(

@CI%

基因编

码核糖体甲基化酶#可使细菌
*+UC5W((*-/8

位点

的腺嘌呤残基
W9#

位二甲基化(其耐药表型为大环

内酯类
9

林可酰胺类
9

链阳菌素
%

$

Q'U

&#即对大环内

酯类+林可酰胺类抗菌药物和链阳性菌素
%

交叉耐

药#可被分为固有型
Q'U

耐药$

JQ'U

&和诱导型

Q'U

耐药$

AQ'U

&#后者表现为仅对大环内酯类抗菌

药物耐药#当耐药基因被完全诱导时#则表现为结构

型耐药(

I@J(

基因编码
6%6*E

#

6%6*E

具有其他高

亲和力
6%6;

的功能#当高亲和力的
6%6;

被
%

9

内酰

胺类抗菌药物结合而失去功能时#

6%6*E

的存在仍能

维持细菌生长与存活#使其成为耐药菌株(因此对感

染性心内膜炎患者进行主要病原菌耐药基因检测是

非常有必要的(

本实验选取了
/

株草绿色链球菌和
/

株葡萄球

菌进行基因检测#所有细菌
"W(

均提取成功(对草

绿色链球菌进行
6%6)E

+

6%6*K

和
6%6*G

基因检测

$图
)

&#选肺炎链球菌为标准阳性菌株进行
6%6)E

+

6%6*K

和
6%6*G

基因检测$图
*

&(从图中可以看出

草绿色链球菌基因扩增结果均为阴性#肺炎链球菌基

因扩增结果为阳性#结合药敏结果$表
*

&中草绿色链

球菌对青霉素敏感和肺炎链球菌对青霉素耐药可见

耐药基因基因检测结果与药敏结果一致(同时#本实

验还选取了
/

株葡萄球菌进行
I@J(

和
@CI%

基因检

测$图
+

&#结合葡萄球菌药敏结果表
+

可见对甲氧西

林耐药菌株均检测出
I@J(

基因#对红霉素耐药菌株

均检测出
@CI%

基因#耐药表型和基因型相对应(

据文献报道#草绿色链球菌对青霉素耐药是因为

携带
6%6)E

+

6%6*K

和
6%6*G

基因编码导致的#葡萄

球菌对甲氧西林和大环内酯类耐药#也是由于其携带

I@J(

和
@CI%

基因)

09)-

*

(本实验选取
/

株对青霉素

敏感的草绿色链球菌#并未检测出$下转第
*.--
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UYŴ Q

#

@<EF,61@D:<

?H

AJED>

3

@D:<

?H

AJ

ED<AIAJC:KAEFC@;A;<EDJ@<CEA<;:BB::>K:CD@U<E

H

1

?

F:J:JJ=;

E=C@=;A;:FE<@;BC:I U1ED

3

1EA

)

S

*

,SN::>UJA

#

*-)$

#

.0

$

$

&!

Q#+/9Q#$*,

)

$

*

]bN]

#

'2b]'

#

'VSW

#

@<EF,(D<AIAJC:KAEF;=;J@

H

<A9

KAFA<

?

#

TAC=F@DJ@>@<@CIADED<JECCAE

3

@ED>I:F@J=FECJ1EC9

EJ<@CA;<AJ;:BU<E

H

1

?

F:J:JJ=;E=C@=;A;:FE<@;E;;:JAE<@>

LA<1;ZADED>;:B<<A;;=@ADB@J<A:D;

)

S

*

,%CEMS2DB@J<"A;

#

*-)/

#

)0

$

#

&!

#)$9#**,

)

/

*

('(QUQ

#

a('(Q Q (

#

QbWW( QU

#

@<EF,2;:FE9

<A:D:B

H

E<1:

3

@DAJIAJC::C

3

EDA;I;BC:IK=CD

H

E<A@D<;E>9

IA<<@>AD"1EZE Q@>AJEF!:FFE

3

@ED> O:;

H

A<EFED>>@9

I:DE;<CE<A:D:B<1@AC>C=

3

9C@;A;<ED<<CEA<;

)

S

*

,(;AED6EJS

&C:

H

"A;

#

*-)$

$

$

&!

$-*9$-.,

)

#

*

(%%(U29QYW&(g4524

#

aOYU5(V2("

#

N42g(%(9

"2Q Q

#

@<EF,&1@

H

C@TEF@DJ@:BI@<1AJAFFADC@;A;<ED<

U<E

H

1

?

F:J:JJ=;E=C@=;

$

Q5U(

&

A;:FE<@;LA<11A

3

19F@T@F

I=

H

AC:JADC@;A;<EDJ@BC:I

H

E<A@D<;ED>

H

@C;:DD@FADE

K=CDJ@D<@C

)

S

*

,%=CD;

#

*-)+

#

+0

$

$

&!

#/-9#/$,

)

.

* 宗自卫#梁树才#朱宝安#等
,

金黄色葡萄球菌的耐药性与

耐药基因检测)

S

*

,

中华医院感染学杂志#

*-)#

#

*#

$

*

&!

*#89*.),

)

8

* 黄辉#周建党#聂新民#等
,Q@J(

基因在耐甲氧西林金黄

色葡萄球菌对
%

9

内酰胺类抗生素耐药中的作用)

S

*

,

中南

大学学报$医学版&#

*-)*

#

+.

$

#

&!

/#.9/.),

)

0

* 赵彩芸#吕媛#李耘#等
,

耐甲氧西林金黄色葡萄球菌
U!9

!I@J

分型与耐药性研究)

S

*

,

中华医院感染学杂志#

*-))

#

*)

$

)/

&!

+)-*9+)-/,

)

)-

*

(5"2!W

#

Yg]b5& Q

#

U(54]]b6Ŷ 'b%
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其携带
6%6)E

+

6%6*K

和
6%6*G

基因#而
/

例葡萄球

菌中#对大环内酯类耐药菌株均检测出
@CI%

#耐甲氧

西林阳性菌株均检测出
I@J(

基因#结果与文献报道

相符合(

综上所述#本研究发现可以通过耐药基因检测#

对临床感染性心内膜炎患者早期用药起到指导作用(

本次检测耐药基因实验为一个预实验#根据实验结

果#可以看出该实验初步条件已成熟#之后可以收集

更多病原菌#继续开展后续实验(完成后续实验#将

结果进行统计学分析#最终掌握本地区草绿色链球菌

和葡萄球菌流行的耐药表型及其相应的耐药基因#促

进临床合理选择抗菌药物#提高感染性心内膜炎患者

的治愈率及生存率(

参考文献

)

)

* 吴梓芳#鲍翠玉#高萍萍#等
,

感染性心内膜炎常见病原菌

分布与耐药性分析)

S

*

,

中华医院感染学杂志#

*-)/

#

*/

$

).

&#

+8.*9+8.$,

)

*

* 陆笑#刘少娟#章锦才#等#多药耐药草绿色链球菌
)#U

C"W(

序列同源性分析)

S

*

,

中国临床药理学杂志#

*-)/

#

+)

$

*+

&!

*+).9*+)0,

)

+

*

45̂ 2W(

#

4U45la

#

O(U

m

4'2a^,4C

?

<1C:I

?

JADED>

H

@DAJAFFADC@;A;<EDJ@ I@J1EDA;I;EI:D

3

TACA>ED;

3

C:=

H

;<C@

H

<:J:JJAA;:FE<@>BC:IKF::>J=F<=C@;:BE>=F<

H

E<A@D<;

LA<1=D>@CF

?

AD

3

>A;@E;@;

)

S

*

,W@L QAJC:KA:F:

3

AJE

#

*-))

#

+$

$

*

&!

)8.9)0+,

)

$

* 方文宾#王文标#梁亚非
,

感染性心内膜炎患者病原菌分

布与耐药性分析)

S

*

,

中华医院感染学杂志#

*-)/

#

*/

$

)-

&!

)/.9)#-,

)

/

* 金宇婷#杨颖#华春珍
,

儿童感染性心内膜炎
+/

例分析

)

S

*

,

临床儿科杂志#

*-)#

#

+$

$

)

&!

)-9)*,

)

#

* 邱宗利
,

感染性心内膜炎患者血培养病原菌及其耐药性

分析)

S

*

,

中国医学创新#

*-)$

#

))

$

).

&!

))/9))8,

)

.

* 王佳#王杨#张胜#等
,

感染性心内膜炎病原菌分布及耐药

变迁)

S

*

,

中国实验诊断学#

*-)#

#

*-

$

)*

&!

*)$9*)#,

)

8

* 解晓双#赵玉军#张德显#等
,6%6;

介导革兰氏阴性菌对

%

9

内酰胺类抗生素的耐药机制)

S

*

,

中国预防兽医学报#

*-)+

#

+/

$

*

&!

)#09).*,

)

0

* 林志航#明德松#郭如意
,*)+

株草绿色链球菌的分布和

耐药性分析)

S

"

Y'

*

,

中国抗生素杂志#

*-).

#

$*

$

))

&!

0809

00*,

)

)-

*张志军#曹海燕#刘延媛#等
,

医院感染金黄色葡萄球菌耐

药表型与耐药基因研究)

S

*

,

中华医院感染学杂志#

*-)/

#

*/

$

0

&!

)0*$9)0*#,

$收稿日期!

*-)89-)9)*

!!

修回日期!

*-)89-+9*8

&

'

--.*

'

检验医学与临床
*-)8

年
0

月第
)/

卷第
)8

期
!

'EKQ@>!FAD

!

U@

H

<@IK@C*-)8

!

V:F,)/

!

W:,)8




