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实时荧光定量聚合酶链反应快速检测
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的应用研究"
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重庆市南川区人民医院检验科!重庆
'$#'$$

&

"8

重庆宏仁一医院急诊科!重庆
'$#'$$

!!

摘
!

要"目的
!

研究实时荧光定量聚合酶链反应#

2+7

$检测耐甲氧西林金黄色葡萄球菌#

47]5

$的临床

应用"方法
!

收集
"$%&

年
%

月至
"$%#

年
%"

月重庆市南川区人民医院患者体液标本分离培养的
''?

例金黄色

葡萄球菌!采用实时荧光定量
2+7

检测金黄色葡萄球菌
>DG

基因和
E9G5

基因"结果
!

''?

例金黄色葡萄球

菌均检出
>DG

基因!符合率为
%$$8$$c

"经全自动细菌培养鉴定出的
)?

例
47]5

中均检出
E9G5

基因!检出

符合率为
%$$8$$c

"在全自动细菌培养鉴定及药敏分析仪上检出的甲氧西林敏感金黄色葡萄球菌中有
"

例检

测到
E9G5

基因!其检测正确率为
)&8)?c

#

)?

)

)#

$"结论
!

实时荧光定量
2+7

检测
47]5

耗时短!正确率

高!用于临床快速鉴定
47]5

有明显优势"

关键词"耐甲氧西林金黄色葡萄球菌&
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金黄色葡萄球菌$

]5

%在自然界中无处不在#是人

类的一种重要病原菌#可引起许多严重感染#也是医

院感染和社区感染的重要病原菌之一*

%

+

'随着抗菌

药物的使用#耐甲氧西林金黄色葡萄球菌$

47]5

%在

导致院内感染的病原菌中所占比例越来越大#呈明显

上升趋势#

47]5

检出率不断增加#已成为全球范围

内院内感染的重要病原菌#严重威胁人类的健康*

"/'

+

'

目前#

>DG

基因是
]5

的标志性基因#

E9G5

基因是

47]5

特有的耐药基因'美国临床实验室标准化委

员会$

U++-]

%建议#凡检出
E9G5

基因的
]5

即可判

定为
47]5

'实时荧光定量聚合酶链反应$

2+7

%检

测
47]5

与常规细菌培养鉴定相比具有耗时短)正

确率高)易于临床应用等特点#其应用于
47]5

检测

能将
]5

的鉴定及
47]5

的筛选完美结合#达到对

]5

或
47]5

进行快速检测的目的'本研究采用实

时荧光定量
2+7

检测
]5

中的
>DG

)

E9G5

基因#并与

全自动细菌鉴定及分析仪进行比较#以期选择快速准

确鉴定
47]5

的方法#为及早控制院内感染奠定试

验基础'

$

!

材料与方法

$8$

!

菌株来源
!

收集
"$%&

年
%

月至
"$%#

年
%"

月在

重庆市南川区人民医院就诊患者送检的痰液)血液)

&

%$#%

&

检验医学与临床
"$%)

年
&

月第
%?

卷第
%(

期
!

-:L49K+F@>

!

SDF

N

"$%)

!

T=F8%?

!

U=8%(

"

基金项目!重庆市南川区科委课题$

+Q"$%#$$)

%'

!!

作者简介!汪文明#男#副主任技师#主要从事病原微生物分子诊断方面的研究'

!

'

!

通信作者!
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脓液)尿液)伤口拭子等标本分离获得的
]5''?

例#

其中痰液
(%#

例$

&%8($c

%#脓液
($

例$

?8&(c

%#血

液
"$

例$

'8'#c

%#分泌物
%?

例$

(8!)c

%#伤口拭子

%&

例$

(8#%c

%#阴道拭子
&

例$

%8!&c

%#其他
(#

例

$

#8!"c

%'送检科室主要来自儿科)神经外科)呼吸

内科)重症监护室$

6+Z

%等'

$8/

!

仪器与试剂
!

T6*b\"+=E

I

:GB

全自动微生物

鉴定分析系统及配套板条$梅里埃公司%#美国
5V6

]*b2=>92+7

扩增仪#

]5

和
47]5

核酸
.U5

试剂

*泰普生物科学$中国%有限公司+#血琼脂平板$重庆庞

通公司%#质控菌株
]55*++"!)"(

和
5*++")"%(

均

来自重庆市临床检验中心#

47]55*++'(($$

标准菌

株来自国家卫生健康委员会临床检验中心'

$8'

!

方法

$8'8$

!

细菌培养与鉴定
!

严格按.全国临床检验操

作规程/$第
'

版%进行标本接种及分离培养#采用

T6*b\"+=E

I

:GB

全自动微生物鉴定药敏分析系统

进行菌株鉴定及药敏试验#根据
U++-]

标准对结果

进行判定'

$8'8/

!

实时荧光定量
2+7

基因检测
!

$

%

%核酸提

取!将
T6*b\"+=E

I

:GB

全自动微生物鉴定药敏分

析系统鉴定的
]5

转种于血平皿#

(& [

孵育
%?

!

%#1

'挑取
"

!

(

个菌落置于
!$$

%

-

洗脱液的离心管

内#振荡混匀#

%($$$;

"

E@>

离心
!E@>

#弃上清液#加

入
%$$

%

-

核酸提取液#加入提取固形物$石英砂%#振

荡
!E@>

#瞬时离心#

)![

温浴
(E@>

#立即放入冰盒#

冰浴
(E@>

#

%($$$;

"

E@>

离心
!E@>

#上清液为
.U5

提取液'$

"

%

2+7

反应体系!取出反应管数$

&

%

Y

''8(

%

-]5/2+7

反应液"
E9G5/2+7

反应液#

&Y

$8!

%

-*:

_

.U52=F

N

E9;:<9

和
&Y$8"

%

- Z;:G@F

U/,F

N

G=<

N

F:<9

加入离心管中并振荡混匀#瞬时离心

后#向每一个
2+7

反应管中分装
'!

%

-

#再向准备好

的
2+7

反应管中分别加入
!

%

-

上清液待测样品)阴

性对照样品和阳性对照样品#总反应体系为
!$

%

-

'

$

(

%

2+7

扩增!本研究采用泰普生物科学$中国%有限

公司的
47]5

检测试剂盒#以
]5

核酸基因
>DG

的保

守片段序列和耐药基因
E9G5

序列设计
"

对特异性

引物和
"

条特异性探针#针对
E9G5

基因的特异性探

针用
P54

荧光素进行标记#针对
>DG

基因的特异性

探针用
0bh

荧光素进行标记#分别对应
2+7

仪中的

P54

通道和
0bh

通道'在
2+7

仪上进行自动化扩

增反应#扩增参数为
(& [

#

" E@>

(

)'[

#

" E@>

(

)'[

#

%!<

#

!! [

#

'!<

#循环
%$

次(

)' [

#

%!<

#

!![

#

'!<

#循环
($

次'荧光通道检测选用
P54

通

道和
0bh

通道'

$8'8'

!

结果判定标准
!

用$

a

%表示检测结果为阳

性#$

X

%表示检测结果为阴性'实时荧光定量
2+7

检测结果判定标准见表
%

'

$81

!

统计学处理
!

采用
e03

提供的
e03Ub*!8?

软件及
]2]]%#8$

统计软件进行数据分析处理#计数资

料以例数或百分率表示'

表
%

!!

实时荧光定量
2+7

检测结果判定标准

E9G5 >DG

结果判定

$

a

% $

a

%

47]5

$

X

% $

a

%

4]]5

$

a

% $

X

%

E9G5

基因阳性其他菌种$

X

%

$

X

% $

X

%

]5

阴性$

X

%

!!

注!

4]]5

为甲氧西林敏感的金黄色葡萄球菌

/

!

结
!!

果

/8$

!

细菌培养鉴定与实时荧光定量
2+7

检测结果

分析
!

在细菌培养鉴定出的
''?

例
]5

中#

47]5)?

例#

4]]5(!$

例'实时荧光定量
2+7

检测出
>DG

基

因阳性
''?

例#阳性符合率为
%$$8$$c

#

E9G5

基因阳

性
)#

例#其中细菌培养鉴定结果为
47]5

的
)?

例标

本中均检测出
E9G5

基因#符合率为
%$$8$$c

(培养

鉴定结果为
4]]5

的标本中有
"

例检测到
E9G5

基

因'以
U++-]

建议的检出
E9G5

基因即为
47]5

为标准#则全自动细菌鉴定和药敏分析仪的检测正确

率为
)&8)?c

$

)?

"

)#

%'两种方法检测结果见表
"

'

表
"

!!

两种方法检测结果#

&

$

细菌培养
&

实时荧光定量
2+7

>DG

$

a

%

>DG

$

X

%

E9G5

$

a

%

E9G5

$

X

%

47]5 )? )? $ )? $

4]]5 (!$ (!$ $ " ('#

/8/

!

两种方法检测
47]5

结果比较
!

见表
(

'全自

动细菌培养鉴定及分析仪检出的
)#

例
47]5

中#实

时荧光定量
2+7

检测出
E9G5

$

a

%

)?

例'

表
(

!!

两种方法检测
47]5

结果比较#

&

$

实时荧光定量
2+7

细菌培养

$

a

% $

X

% 合计

$

a

%

)? " )#

$

X

%

$ ('# ('#

合计
)? (!$ ''?

/8'

!

不同类型临床标本
47]5

检测结果
!

见表
'

'

在实时荧光定量
2+7

检测出的
)#

例
47]5

中#痰液

标本检出
?#

例#占
?)8()c

#脓液标本检出
)

例#占

)8%#c

#血液标本检出
?

例#占
?8%"c

'

表
'

!!

不同类型样本
47]5

检测结果

标本来源
47]5

阳性$

&

%

47]5

中占比$

c

%

痰液
?# ?)8()

脓液
) )8%#

血液
? ?8%"

&

"$#%

&

检验医学与临床
"$%)

年
&

月第
%?

卷第
%(

期
!

-:L49K+F@>

!

SDF

N

"$%)

!

T=F8%?

!

U=8%(



续表
'

!!

不同类型样本
47]5

检测结果

标本来源
47]5

阳性$

&

%

47]5

中占比$

c

%

创面分泌物
! !8%%

气管抽吸物
' '8$#

尿液
" "8$'

腹腔穿刺液
% %8$"

其他
( (8$?

合计
)# %$$8$$

'

!

讨
!!

论

!!

47]5

具有致病性强)治愈率低)病死率高)传播

途径广等特点'近年来#随着抗菌药物的广泛使用#

自第
%

例
47]5

被发现以来#国内外报道均显示

47]5

的流行趋势越来越严峻'随着抗菌药物的不

合理使用#

47]5

的耐药程度和种类日益增多#使临

床治疗更加困难'有文献报道#

47]5

在
]5

中的分

离率已超过
!$c

#成为院内感染的主要病原菌#其引

起的致死率及治疗费用明显增加*

!

+

'

47]5

因致病

性强且具有多重耐药等特点#已成为临床治疗的难

点*

?/&

+

'

47]5

的耐药机制主要由
E9G5

基因编码低

亲和力的青霉素结合蛋白
":

$

2V2":

%所致#从而使

47]5

对
"

/

内酰胺类抗菌药物具有耐药性'

U++-]

指出#检测
E9G5

及其表达的
2V2":

是预报
47]5

对苯唑西林耐药最准确的方法'采用分子生物学方

法检测
E9G5

基因可在数小时内对
47]5

进行诊断#

较常规细菌培养和鉴定快
%"

!

'#1

*

#/)

+

'

本研究结果显示#实时荧光定量
2+7

在经培养

鉴定证实含有
]5

的
''?

例临床标本中检测出
>DG

基

因
''?

例#符合率为
%$$8$$c

#在培养鉴定出的
)?

例

47]5

中均检测出
E9G5

基因#符合率为
%$$8$$c

#

这与周俊等*

%$

+报道一致'在全自动细菌培养鉴定及

药敏分析仪检出的
4]]5

中#有
"

例检测到
E9G5

基

因#经鉴定为
47]5

'综合分析结果显示#全自动细

菌培养鉴定及药敏分析仪检测正确率为
)&8)?c

$

)?

"

)#

%'分析其原因#一方面可能由于菌株的抑菌浓度

在临界值附近#使检测结果判断出现偏差(另一方面

可能与这些菌株能高度表达
"

/

内酰胺酶或存在

2V2":

之外的低亲和力
2V2<

有关'本研究结果提

示#实时荧光定量
2+7

检测
47]5

的检出率和正确

率均高于全自动细菌鉴定和药敏分析仪#这与文献

*

%%

+报道利用
_

2+7

快速检测
47]5

的阳性率高于

培养法的结论一致'由于
2+7

检测灵敏#且不受其

他细菌影响#因此#检测
>DG

)

E9G5

基因可及早发现

47]5

#有助于排除
47]5

感染#减少抗菌药物应

用#降低医疗费用*

%"

+

'

相关研究表明#临床上
47]5

感染的主要部位是

下呼吸道#神经外科)呼吸内科)

6+Z

等是
47]5

感染

的高发科室#

47]5

分离率最高已达
)"8?%c

*

%(

+

'临床

上因采集血液)痰液)分泌物等方便#病原体水平较其

他类型标本高等原因而采集较多#因此检测结果的准

确性和可靠度较高'本研究相关数据表明#痰液
47/

]5

检出例数较多#共
?#

例#在本研究检出的
47]5

中占比达
?)8()c

#相对于其他报道的痰液
47]5

高

分离率#本研究痰液分离率相对较低#此结果与本研

究的采样类型及比例有关'未来应在研究及数据分

析基础上扩大各种类型标本的采集量#使数据分析更

能体现真实的
47]5

感染现状#同时大数据分析也

能体现重庆市南川区人民医院及本地区的感染状况#

有利于院内感染及临床预防控制治疗'

综上所述#

47]5

在呼吸道感染疾病中高发及其

传播感染途径提示#院内控制
47]5

的措施除进行

积极的临床治疗和控制传染源外#切断
47]5

的传

播途径也非常重要#应加强医护人员的操作卫生)病

房环境及物品的日常常规消毒#有效控制院内
47]5

感染'采用实时荧光定量
2+7

检测
>DG

)

E9G5

基因#

可快速鉴定
]5

及
47]5

#能及时发现
47]5

感染#

相对于细菌培养鉴定正确率更高#时间更短#能够为

医生和患者节约时间#减少临床抗菌药物的不合理使

用#以及为患者得到正确的治疗争取时间#为临床抗

菌药物的合理使用提供可靠依据'
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的体检意识#快速有效地识别存在
5*5

的育龄女性#

及时给予干预治疗以尽早改善其妊娠结局'本研究

中
5*5

阳性率与其他研究结果有所不同*

%'

+

#可能与

地区差异有关'

本研究按年龄将不孕组分为
'

个年龄组#各年龄

组
5*5

阳性率差异及甲功异常分型构成比差异均无

统计学意义$

!

$

$8$!

%#但是
$

(!

岁组甲功异常率与

其他
(

组差异均有统计学意义$

!

#

$8$!

%#可能与较

多的诊断机会和较长的治疗疗程有关'自身免疫性

甲状腺疾病的存在不仅干扰育龄女性机体激素水平#

造成月经紊乱#影响生育能力#还可能导致胚胎停止

发育)流产)胎儿发育异常等不良妊娠结局'有研究

认为#

5*5

会影响卵子质量#从而影响辅助生殖妊娠

结局*

%(

+

'

本研究发现#山东地区不孕女性甲功异常率较

高#需引起高度重视'对于疑似不孕女性#应做到甲

状腺疾病早发现)早诊断)早治疗#以免造成不良妊娠

结局甚至不良辅助生殖结局'有研究认为#甲功
!

项

$

*]0

)

*(

)

*'

)

P*(

)

P*'

%指标联合检测可提高甲功

异常诊断的特异性和准确性*

%!/%&

+

'山东大学生殖医

学研究中心作为生殖专科医院#只用了
(

项$

*]0

)

P*(

)

P*'

%指标进行初筛#研究结果可能略有偏移'
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