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某地区部分医院肺炎链球菌对红霉素的耐药性与基因分析

牟晓峰#赵自云

!青岛大学医学院第二附属医院检验科"山东省青岛市中心医院检验科
!
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摘
!

要!目的
!

了解某地区临床分离的肺炎链球菌!

J1T

$对红霉素的耐药基因流行情况及与耐药表型的关系+方法
!

采用

微量琼脂稀释法#对
/##$

年
%

月至
/##'

年
%/

月某地区部分医院临床分离到的
'$

株
J1T

对红霉素的耐药状况进行分析#并用
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法检测与红霉素耐药基因的关系+结果
!

'$

株
J1T

对红霉素的药敏结果显示#耐药
$,

株#中敏
/

株#敏感
'

株0在红霉素

耐药菌株中#含有
;E?X

基因
,#

株#含有
R;L

基因
%$

株#含有
;E?0

基因
'

株+

'

株红霉素敏感
J1T

均未检出
;E?X

基因+结

论
!

;E?X

基因表达是
J1T

对红霉素耐药的主要原因#并同时使克林霉素耐药+红霉素已不是治疗
J1T

的有效药物+

关键词!链球菌#肺炎0

!

红霉素0

!

抗药性0

!

耐药基因
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肺炎链球菌%

J1T

&是人类呼吸道感染的重要病原菌之一!

可以引起肺炎)菌血症或脑膜炎等"随着大量的不恰当使用抗

菌剂!对
%

-

内酰胺类和非
%

-

内酰胺类抗菌剂的耐药率也不断增

高*

%-"

+

"为了解某地区
J1T

对红霉素等大环内酯类的耐药状

况!对
/##$

年
%

月至
/##'

年
%/

月某地区部分医院临床分离

%##

株
J1T

进行红霉素药敏实验和与红霉素耐药相关基因检

测!并分析红霉素耐药表型和耐药基因的关系!现将相关情况

报道如下"

?

!

材料与方法

?&?

!

材料

?&?&?

!

菌株来源
!

收集
/##$

年
%

月至
/##'

年
%/

月青岛中

心医院)青岛肿瘤医院)青岛职业病医院)中国人民解放军第四

P

一医院!以及李沧区)四方区等社区医院门诊和病房标本中

分离的
J1T'$

株%已排除同一患者的分离菌株&"

?&?&@

!

试剂
!

哥伦比亚琼脂)

R-F

琼脂为
PhPMY

公司产品!

用
<]

去纤维羊血自制
RF0

平板和羊血琼脂平板%

JX0

&"

1+;K?>-e)5

乳胶凝集法
J1T

试剂)

0HXJH3Z1<

药敏试条为

法国生物梅里埃公司产品"去氧胆酸钠购于杭州天和微生物

试剂有限公司"

?&@

!

方法

?&@&?

!

J1T

鉴定*

.

+

!

按常规操作!将采集标本接种于血平

板!置
<]2P

/

!

"<\

条件下过夜孵育
%$

!

/.4

!选可疑菌落进

行革兰染色)

P

6

5>84)+

实验)胆汁溶解实验!并对有争议的菌做

J1T

乳胶凝集实验"

J1T

菌株保存于
d/#\

脱纤维新鲜羊

血中"检测前!将其溶解后接种哥伦比亚血琼脂平板!

", \

<]2P

/

条件下孵育
%$

!

/.4

!细菌生长后单个菌落传代!用于

药敏实验"

?&@&@

!

药敏实验
!

按
T22GJ

规定进行!采用琼脂稀释法!使

用梅里埃公司的链球菌药敏板!按操作指南进行!分别测定青

霉素)阿莫西林)头孢噻肟)左氧氟沙星)四环素)红霉素)氯霉

素)万古霉素等
%%

种药物的
RM2

!

J1T

%

0H22.'!%'

&标准菌

进行质控"药敏结果判断按照
/##'

年
2GJMR%##-J%'

标准!

红霉素
RM2

#

$

#&/<

为敏感(

*

#&/<

!+

%

为中敏(

%

%

为

耐药"

?&A

!

菌株
YT0

检测模板制备
!

挑
"

!

<

个菌落!置于内含

%##

"

G

无菌蒸馏水的
#&<?G

离心管内!置
%##\

金属浴灭活

%#?)+

!以
%/###E

$

?)+

!离心
<?)+

"上清液即为基因扩增检

测的模板液"

?&C

!

红霉素耐药基因检测
!

反应体系
/<

"

G

#含
%#^XKLL;E

/&<

"

G

!

%#??>@

$

G:TH1#&$

"

G

!

/<??>@

$

G

氯化镁
/&#

"

G

!

<

个单位
HC

b

YT0

多聚酶
#&/

"

G

!上)下游特异引物各
#&<

"

G

!去离子水
%"&"

"

G

!模板为
<

"

G

(
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循环参数为#

'.\.

?)+

预变性!

'.\%?)+

!

<<\%?)+

!

,/\%?)+

!共
"<

个循

环后!延伸
,/\%#?)+

(

%#

=

$

G

琼脂糖凝胶电泳观察扩增条

带"

"

对引物分别为!

;E?0

上游引物#

H2H00000[20H

[H000[[00

!下游引物#

20[00H2H020HH0[[2H

H0[[[

(

;E?X

上游引物#

[00 00[[H02H2002200

0H0

!下 游 引 物#

0[H 002 [[H 02H H00 0HH [HH

'

$!%

'

国际检验医学杂志
/#%/

年
%

月第
""

卷第
/

期
!

M+5QGCDR;:

!

QC+KCE

B

/#%/

!

S>@&""

!

T>&/



H02

(

R;L

上游引物#

0[H0H20HH00H202H0[H[2

!

下游引物#

HH2HH2H[[H02H0000[H[[

!均由上海闪

晶生物科技有限公司合成*

<

+

!
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试剂购自上海闪晶生物科

技有限公司"分析耐药率)耐药基因与患者年龄)青霉素)克林

霉素耐药情况的关系"

@

!

结
!!

果

@&?

!

经过
",\

温育
/.4

!在哥伦比亚血琼脂培养基上生长为

小的)菌落周围有狭窄的溶血环)脐窝状菌落!进行纯化及生化

鉴定"涂片染色镜检为革兰阳性球菌!矛头状"对该细菌采用

法国生物梅里埃公司的
EC

6

):JHZ31

鉴定板条鉴定为
J1T

"

@&@

!

'$

株
J1T

对红霉素药敏结果显示!敏感
'

株!中敏
/

株!

耐药
$,

株"

@&A

!

红霉素耐药基因检测情况!见图
%

"

!!

R

#

YG/###RCE9;E

(

%

!

"

分别为
;E?0

)

;E?X

)

R;L

基因片段"

图
%

!!

红霉素耐药基因电泳图

@&C

!

耐药基因检测情况!见表
%

!

"

"

表
%

!

$,

株红霉素耐药肺炎双球菌基因型与分布情况

;E?0

型
;E?X

型
R;L

型
'

%

]

&

d c d !#

%

!'&#

&

d d c %%

%

%/&!

&

d c c ,

%

$&#

&

c c d "

%

"&.

&

c d d !

%

,&#

&

表
/

!

红霉素耐药性和
;E?X

基因与患者年龄的关系#

]

$

组别 红霉素耐药率
;E?X

阳性率

儿童组
'%&' $!&#

成人组
$"&" <$&"

采用卡方检验结果显示!儿童组和成人组之间红霉素的耐

药率比较!

*

/

U%&!/

!

H

%

#&#<

!两者差异无统计学意义(而
;E-

?X

阳性率比较!

*

/

U.&,$

!

H

$

#&#<

!两者差异有统计学意义"

表
"

!!

红霉素和青霉素的药敏关系#

'

$

组别 青霉素敏感 青霉素中敏 青霉素耐药

红霉素敏感
. # /

红霉素中敏
# # /

红霉素耐药
,# , %"

采用卡方检验结果显示!青霉素与红霉素的耐药率无相关

性!

*

/

U"&!"

!

H

%

#&#<

!两者差异无统计学意义"

A

!

讨
!!

论

%'</

年第一个大环内酯类抗菌剂红霉素应用于临床!

%'!,

年美国首先发现对红霉素耐药的
J1T

"随后!耐药成为

一个全球性问题!在近
%#

年中尤为突出!以亚洲地区的
J1T

对大环内酯类抗菌剂耐药最严重*

%

+

!红霉素耐药
J1T

为

,%&.]

!

$,&!]

!而在北美洲为
%!&#]

!

"#&']

*

!-,

+

"有报

道!中国温州地区儿童分离株对红霉素的耐药率为
'"&#]

*

$

+

(

上海达
%##&#]

*

'

+

(而吴金英等*

%#

+研究发现!烟台地区
J1T

大

环内酯类耐药率也达
%##&#]

"

J1T

对红霉素的耐药是通过多种不同的耐药机制完成

的"其中
;E?

基因介导的核糖体甲基化修饰是
J1T

对红霉素

耐药的最主要机制!可以介导高水平的大环内酯类耐药(

R;L0

基因可以使细菌主动外排泵功能加强!可将进入细菌内的大环

内酯类抗菌剂泵出菌体外!也是引起红霉素耐药的重要因素"

但是不同地区流行的红霉素耐药
J1T

的耐药基因表达有所差

异*

%%

+

!多数欧洲和亚洲国家以
;E?X

介导为主!美国)中国香港

等地以
R;L0

为主"为调查某地区红霉素的耐药率和流行趋

势!作者收集了某地区部分医院
J1T

的临床分离株!进行了药

敏实验和常见耐药基因检测!结果发现某地区
J1T

对红霉素

的耐药率较高!达
$$&$]

!但低于吴金英等*

%#

+的报道"红霉素

耐药菌株中有
,#

株%

$#&.]

&含有
;E?X

基因!低于李少君

等*

%/

+的报道!且基因型有所不同!说明某地区和烟台地区
J1T

耐红霉素机制有所不同!

%$

株%

/#&!]

&含有
R;L

基因!

'

株

%

%#&.]

&含有
;E?0

基因"根据耐药菌中含有的耐药基因的

不同!可以分为
<

种基因型!分析可知!

;E?X

单独或与其他基

因共同存在是引起红霉素耐药的主要原因"在成人和儿童间

红霉素的耐药率不存在差异!但是
;E?X

阳性率在儿童高于成

人!存在明显差异!说明成人红霉素的耐药机制比儿童复杂"

比较
J1T

对青霉素和红霉素的耐药性可知!

'.&!]

对青霉素

敏感的菌株对红霉素耐药!

,!&#]

对青霉素耐药的菌株对红霉

素耐药!青霉素敏感组和耐药组之间红霉素的耐药率两者比

较!差异无统计学意义!与国内外报道一致*

%"-%<

+

"
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时!与健康对照组相比!

J8E

有显著升高!

2

B

*5C5)+2

有非常显

著升高!而血清
%

/

-R

仍未见明显改变"随着肾脏功能的进一

步损伤!肾小球滤过功能下降加剧!

2

B

*5C5)+2

)

%

/

-R

)

J8E"

项

均显著升高"

@&@

!

血清
2

B

*5C5)+2

)

%

/

-R

)

J8E

与
28E

直线相关分析结果显

示!血清
2

B

*5C5)+2

与
28E

相关系数
!Ud#&$#<

!

H

$

#&#%

(血

清
%

/

-R

与
28E

相关系数
!Ud#&,/!

!

H

$

#&#%

(

J8E

与
28E

相

关系数
!Ud#&,%.

!

H

$

#&#%

"

"

项指标均呈高度负相关!血清

2

B

*5C5)+2

与
28E

相关性的密切程度高于血清
%

/

-R

)

J8E

与

28E

相关性的密切程度"

A

!

讨
!!

论

理想的内源性
[V3

标志物应该具备
"

个特性*

%#

+

#体内产

生的速率恒定!可以自由通过肾小球(不被肾小管重吸收和分

泌(仅通过肾脏排出"

肌酐是肌肉组织中肌酸和磷酸肌酸的代谢产物!血清肌酐

可以自由通过肾小球滤过!其浓度变化取决于
[V3

"因为其

测定方法简单快速!费用低廉!因此!一直作为临床最常用的一

个肾功能指标"但由于血清肌酐个体差异大!易受性别)年龄)

肌肉容积和饮食等因素影响!同时!肾小管有微量分泌!使其敏

感性大打折扣"有报道称!当
[V3

降低至
<#]

时!血肌酐浓

度才开始升高*

%%

+

"从本文实验结果也可看到!当患者病情较

轻时!血清肌酐浓度与健康对照组基本无差异!随着
[V3

的逐

渐降低!其变化才越来越明显!因此!其主要应该用在对明确诊

断肾病的同一个体的病情监测上*

%/

+

"

%

/

-R

是小分子蛋白质!可以自由滤过肾小球!几乎全部被

近曲小管吸收和降解!肾小管也不分泌!与
[V3

呈高度负相

关"本次实验中
%

/

-R

的变化趋势是
"

项标志物中最不明显

的!其相关系数与血清肌酐相当!同时!由于在感染)肝脏疾病)

肿瘤)自身免疫性疾病中
%

/

-R

浓度也升高!大大降低了其对

于
[V3

的特异性!同样不能作为
[V3

的理想标志物"

2

B

*5C5)+2

是一种小分子碱性分泌性非糖化蛋白质!相对

分子质量约
%"&"."^%#

"

!含
%/#

个氨基酸残基!位于人类第

/#

号染色体*

%"

+

"其由机体所有有核细胞合成并以相对恒定的

速率释放入血!几乎仅经肾小球过滤而被清除!在近端小管完

全重吸收!不再被分泌!而且其血液水平不受昼夜节律的影响!

干扰因素少!仅可能会受到一些能影响蛋白合成的因素影响!

如甲状腺功能情况等!而不易受年龄)性别)肌肉容积)药物和

感染等因素影响"因此理论上!其应该比前两者更适合作为

[V3

的理想标志物"本次实验也表明!在对早期肾损伤患者

的
[V3

评估中!

2

B

*5C5)+2

能检测出血清
%

/

-R

)

J8E

无法检测

到的盲区!为临床早期诊断肾小球滤过率受损提供实验室依

据!在对中)晚期肾损伤患者的评估中!

2

B

*5C5)+2

同样具有很

高的敏感性和特异性"因此!

2

B

*5C5)+2

是
[V3

最理想的内

源性标志物!有条件的医院应将其纳入肾功能常规检查中!以

期在肾脏疾病的早期诊断中体现其临床应用价值"
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