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棒状杆菌临床分离株药物敏感性及同源性分析
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"河南省濮阳市中医院检验科
"

>4(***

#

""

摘
"

要"目的
"

了解棒状杆菌感染在临床中的耐药状况及同源性$方法
"

用肉汤微量细菌定量法检测抗菌药物的最低抑菌

浓度"

,5$

#!随机扩增多态性
TU.

"

-./T1/$-

#并对棒状杆菌进行基因分型$结果
"

)9>

株棒状杆菌对青霉素%头孢噻肟%红霉

素%环丙沙星%四环素%克林霉素的耐药率均超过
4*:

!对多西环素%亚胺培南%庆大霉素%利福平的耐药率在
!*:

#

9*:

之间!未

发现对万古霉素和利奈唑胺耐药$

)9

株纹带分离株可分成
4

型!其中
.

型占
)>

株"

((89:

#$结论
"

棒状杆菌对多种抗菌药物

的敏感性降低!纹带棒状杆菌存在院内传播的趋势$

关键词"棒状杆菌属&

"

耐药性&

"

聚合酶链反应&

"

基因分型&

"

序列同源性
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随着新发病原体的不断出现#感染性疾病在世界各国致死

性病因中的数量不断上升#以及多重耐药细菌和医院感染暴发

流行#临床微生物检验在临床医疗工作中的作用日益重要'

)1"

(

)

近年来棒状杆菌引起临床感染的报道越来越多#相关微生物指

标的准则也对其临床意义进行评价'

+

(

)现对棒状杆菌的耐药

情况及纹带棒状杆菌同源性进行研究#报道如下)

A

"

资料与方法

A8A

"

一般资料
"

收集
"**!

年
))

月至
"**9

年
)*

月该院临床

标本分离的
)9>

株棒状杆菌)

A8B

"

仪器与试剂
"

">**

型
/$-

扩增仪器$美国
/0

公司%#电

泳仪$美国
R5S1-.T

公司%#凝胶成像系统$美国
R5S1-.T

公

司%)

4:

羊血琼脂平板和微量细菌定量$

,5$

%药敏试剂盒购

自天津金章科技发展有限公司#包括青霉素$

/]

%*头孢噻肟

$

$?g

%*亚胺培南$

5/,

%*环丙沙星$

$5/

%*庆大霉素$

$U

%*红

霉素$

0

%*克林霉素$

$N5

%*万古霉素$

M6

%*多西环素$

TSg

%*四

环素$

?0

%*利福平$

-T

%*利奈唑烷$

NhT

%等
)"

种抗菌药物)

?6

W

TU.

聚合酶#

)*VE@6F<=

B

DKJJ&C

#

/$-

染料#

>

种
FU?/

混合液$

$

%@E

"

N

%#染料
]SNTM

和琼脂糖均为北京赛百盛公

司产品#

TU. ,6Ĉ&C

$

"***D

G

%为北京普博欣生物科技有限

责任公司产品)蛋白酶
[

*溶菌酶*

#T#

均为上海生工生物工

程有限公司产品)

A8C

"

引物合成
"

按文献'

>

(设计#引物均由北京赛百盛生物技

术有限公司合成)见表
)

)

A8D

"

药敏试验
"

药敏试验使用肉汤微量细菌定量$

,5$

%试剂

盒#操作按试剂盒说明书和标准规程完成'

4

(

)结果按
$N#5

,>41.

棒状杆菌
,5$

判断标准)庆大霉素和环丙沙星用大

肠埃希菌
.?$$"47""

菌株进行质控#其他药物用肺炎链球菌

.?$$>7!)7

菌株进行质控)

表
)

""

!

种引物序列

引物 序列顺序

) 4i1]]?]$]]]..1+i

" 4i1]???$]$?$$1+i

+ 4i1]?.].$$$]?1+i

> 4i1..].]$$$]?1+i

4 4i1..$]$]$..$1+i

! 4i1$$$]?$.]$.1+i

A8E

"

基因分型

A8E8A

"

TU.

提取
"

每个
0/

管中加入
4*

$

N

溶菌酶$

4*%

B

"

%N

%#再加入
)

环待检菌株的纯培养物#

+(X

孵育
+*%<=

&加

入
4*

$

N

的蛋白酶
[

$

"**

$

B

"

%N

%和
)4*

$

N?C<3

$

G

`d(84

%

及
"*

$

N)*: #T#

#

+(X

孵育
+*%<=

#

4"X+*%<=

#

74X "

%<=

)

A8E8B

"

TU.

纯化
"

将
"**

$

NTU.

样本*

"*

$

N+, U6.$

*

"4*

$

N

异丙醇混匀#室温放置
)H

#

)+***C

"

%<=

离心
)"%<=

#

去掉上清液&用无水乙醇洗涤
"

次&然后加入
+4*

$

N

无水乙

醇#稍混匀#

)+***C

"

%<=

离心
+%<=

#弃上清液&晾干
"

#

)*

%<=

#再加
)4*

$

N?C<3

#混匀后
Y"*X

冻存)

A8E8C

"

TU.

扩增
"

扩增条件!反应体系
"*

$

N

#

74X

预变性
4

+

"9(

+

国际检验医学杂志
"*)"

年
>

月第
++

卷第
(

期
"

5=2ZN6D,&F

!

.

G

C<E"*)"

!

M@E8++

!

U@8(



%<=

)循环参数!变性
74X)%<=

#退火
>*X)%<=

#

("X

延伸

"%<=

#

>4

个循环#末次循环后
("X

延伸
(%<=

)

A8E8D

"

最佳引物筛选
"

将
)*

号菌分别用引物
)

*

"

*

+

*

>

*

4

*

!

扩增及电泳筛选出最佳引物
"

)见图
)

)

A8E8E

"

电泳
"

将
/$-

产物置
)8":

琼脂糖凝胶电泳观察结

果#与
TU.

标记物比较)其
TU./$-

扩增条带位置完全相

同#为同一基因型&主条带位置相同#副条带相差不大者为基因

型相似或密切相关&不满足上述条件者为不同的基因型)

A8E8N

"

基因定型
"

用引物
"

对
)9

株棒状杆菌进行基因分型)

B

"

结
""

果

B8A

"

棒状杆菌的药敏试验
"

将分离的
)9>

株棒状杆菌对
)"

种抗菌药物进行药敏试验#抗菌药物种类为
(

1

内酰胺类抗菌药

物
"

种*头孢类
)

种*糖肽类
)

种*氨基糖苷类
)

种*四环素类
"

种*喹诺酮类
)

种*大环内酯类
)

种*林可胺类
)

种*抗结核类
)

种*恶唑酮类
)

种)见表
"

)

表
"

""

)9>

株棒状杆菌的耐药率结果比较(

#

#

:

%)

抗菌药物
# 5 -

青霉素
>4

$

">84

%

9

$

>8+

%

)>*

$

(!8)

%

头孢噻肟
++

$

)(87

%

!

$

+8+

%

)>>

$

(98+

%

亚胺培南
)"(

$

!78*

%

9

$

>8+

%

>7

$

"!8!

%

庆大霉素
)"!

$

!984

%

"*

$

)*87

%

+9

$

"*8(

%

红霉素
)9

$

789

%

Y )!!

$

7*8"

%

环丙沙星
"7

$

)489

%

+

$

)8!

%

)>"

$

((8"

%

多西环素
(4

$

>*89

%

"(

$

)>8(

%

9"

$

>>8!

%

四环素
!7

$

+(84

%

"

$

)8)

%

))+

$

!)8>

%

克林霉素
)9

$

789

%

)

$

*84

%

)!4

$

978(

%

万古霉素
)+7

$

(484

%

>

$

"8"

%

>)

$

""8+

%

利福平
)9>

$

)**8*

%

Y Y

利奈唑烷
)9>

$

)**8*

%

Y Y

""

Y

!无数据&

#

!敏感&

5

!中介&

-

!耐药)

""

,

!标记物&

)

#

!

!

)*

号菌株
-./T1/$-

扩增产物#对应引物序列

见表
)

中引物
)

#

!

)

图
)

""

-./T1/$-

方法学比较

""

,

!标记物&

)

#

)9

!

)9

株纹带棒状杆菌
-./T1/$-

扩增产物&

)

#

!

*

9

#

)+

*

)!

#

)(

!

.

型纹带棒状杆菌&

(

!

R

型纹带棒状杆菌&

>

!

$

型纹

带棒状杆菌&

)4

!

T

型纹带棒状杆菌&

)9

!

0

型纹带棒状杆菌)

图
"

""

)9

株纹带棒状杆菌
-./T1/$-

电泳结果

B8B

"

基因分析及同源性分析

B8B8A

"

方法学研究
"

!

对合成的随机引物进行
TU.

扩增和

电泳#与其他引物比较#引物
"

的条带较多而且清晰#片段长度

"4*

#

+***D

G

)见图
)

)

B8B8B

"

)9

株纹带棒状杆菌基因分析
"

将
)9

株纹带棒状杆菌

进行基因分析#可分成
4

个类型!

)

*

"

*

+

*

>

*

4

*

!

*

9

*

7

*

)*

*

))

*

)"

*

)+

*

)!

*

)(

可归为
.

型&

(

*

)>

*

)4

*

)9

分别为
R

*

$

*

T

*

0

型)见

图
"

)

C

"

讨
""

论

棒状杆菌目前包括
47

种$

"

个分类组%#其中
+!

种与医学

相关)除白喉棒状杆菌外大多为条件致病菌#可引起人类组织

和血液感染'

!

(

)棒状杆菌引起的临床感染及耐药性常常被忽

视#而且因其菌属分类复杂#菌落形态多样#所需培养时间长短

不一#而多数细菌生长缓慢#超过一般实验室
">H

培养时间而

经常被临床所忽视#出现漏报或不报情况#临床实际检出率应

该更高)棒状杆菌曾被认为是敏感菌#现在有越来越多的研究

表明#棒状杆菌对多种抗菌药物
,5$

值有升高的趋势#棒状杆

菌的耐药基因的检出率也多有报道'

(

(

)

纹带棒状杆菌可引起伤口*呼吸道等多部位的感染#可通

过异体传播造成医院内感染'

917

(

)纹带棒状杆菌在棒状杆菌菌

种中占
4!:

#是明显的优势菌种'

)*

(

)近两年来#该院纹带棒状

杆菌在临床的分离率越来越高#且集中在呼吸科和神经内科

病房)

老年人常患有多种基础疾病#组织器官功能退化#自身免

疫力较健康者低下#因此老年人常成为多种疾病的易感人群#

尤其是下呼吸道感染成为老年患者的常见病'

))

(

)本实验根据

国外
-&6F

I

1?@1]@

试剂盒的
!

种引物序列#进行了方法学评价

试验#筛选出对纹带棒状杆菌最佳的引物序列#图
)

显示引物

"

的条带多且较清晰明了#这也与有关文献报道一致'

>

(

)因此

本组用引物
"

对
)9

株纹带棒状杆菌
-./T1/$-

基因分析#发

现可分成
4

个类型#

.

型菌株有
)>

株$

((89:

%)这
)>

株纹带

棒状杆菌中
)

*

!

*

)!

*

)(

号菌株来自同一病区#

"

*

+

*

>

*

4

*

9

*

7

*

)*

*

))

*

)"

*

)+

来自
.!

病房#且同一病区不同病房间的菌株也

有同源性#表明
.

型的纹带棒状杆菌在该院病房与病房*病区

与病区之间有传播)

目前#感染性疾病的患病率逐步上升#感染性病原体的种

类日益增加#以及抗菌药物的广泛使用#使微生物检验医师和

临床医师均面临更严峻的挑战'

)"

(

)综上所述#临床棒状杆菌

感染越来越多#纹带棒状杆菌最常见#棒状杆菌对多种抗菌药

物的敏感性降低#多重耐药株在增加#该院存在棒状杆菌院内

相互传播的趋势#应该引起重视#采取积极措施防止棒状杆菌

的暴发流行)
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表激光散射#可以用于单核细胞和
+

种粒细胞的区分'

9

(

)通过

综合处理
+

个参数的特性#可全面对白细胞的各种特征进行综

合评价分析#得到
4

项白细胞分类结果)而且由于仪器在
"*3

能分析
9)7"

个白细胞#故可精确检测白细胞的各项参数)

机体由于各种病因刺激发生应激反应时#骨髓贮存池中粒

细胞或边缘池粒细胞进入血液循环#出现反应性粒细胞增多#

大多表现为中性分叶核*杆状核粒细胞增多或幼稚粒细胞增

多#胞质中可出现中毒颗粒*空泡和
T@HE&

小体等病理性改

变'

)

(

)其中手术致组织严重损伤时#

bR$

会显著增高#以中性

分叶核粒细胞增多为主'

7

(

)故术后并发感染时#是机体在应激

状态下继发细菌感染#血常规分析并不能进行有效的区别诊

断)本研究中
bR$

和
U0:

在术后感染组和无感染组间也是

差异无统计学意义$

C

#

*8*4

%&而临床上进行特异性诊断常依

靠细菌的培养鉴定#其周期较长#且病原菌的检出灵敏度较

低'

"

(

&所以目前的现状是缺乏灵敏又特异的实验室诊断指标进

行早期区别诊断)

本研究中针对中性粒细胞
M$#

参数在该并发症中的变化

进行分析#结果显示#手术后感染组和无感染症状组均出现

bR$

和
U0:

增多#中性粒细胞体积增大且大小不一#胞质中

颗粒增多等一系列改变#而中性粒细胞
M$#

参数在并发细菌

感染患者中表现得更为明显$

C

#

*8*4

%)可见细菌感染会使

应激状态下的中性粒细胞形态发生更显著的变化#其相应的形

态学$

M$#

%参数反映了这种特异性改变)中性粒细胞转换参

数在术后无感染组和感染组间比较差异有统计学意义$

C

#

*8*4

%#表现为随着细菌感染程度增强而出现了有意义的增大)

且经
-S$

曲线分析其线下面积为
*89+)

#要大于其他指标)

故其无论在实际可操作性还是临床的应用价值都优于其他参

数#是因其不仅反映了中性粒细胞体积的变化#也体现射频电

导率的差异)

H31$-/

水平能反映炎性的范围和活动力#其改变早于临

床其他症状#故
H31$-/

水平与机体内炎性反应程度相关'

)*

(

)

本组中对
H31$-/

与
M$#

参数进行了平行检测并进行相关分

析#结果显示#中性粒细胞转换参数与
H31$-/

水平呈正相关

关系$

1d*8((>

#

Cd*8***

%#说明中性粒细胞
M$#

参数的变异

程度也是与机体内炎性反应程度相关的#是反映机体内炎性状

态的量化指标)

总之#

M$#

参数作为一种量化的细胞形态学指标#能准确

反映细胞在各种免疫进程中的形态学变化#有助于临床早期灵

敏*特异地诊断相关疾病#是高效*客观*经济*实用的实验室

指标)
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