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年度本地区临床分离的淋病奈瑟菌流行株对青霉素&四环素&大观霉素&头孢曲松和环丙沙

星的敏感性!对质粒介导的产
&

:

内酰胺酶淋球菌"

WW0-

$进行耐药质粒
/V.:$

基因分型%方法
"

采用琼脂稀释法测定菌株对
"

种抗菌药物的最小抑菌浓度"

.()

$!判断敏感性按
P,Q

西太区淋病奈瑟菌耐药性监测统一标准%用纸片酸度法检测
WW0-

菌

株!多重
W)*

方法鉴定
&

:

内酰胺酶质粒并进行
/V.:$

基因分型%结果
"

$"#

株淋病奈瑟菌中检出
$#"

株对青霉素耐药"

9#b

$'

四环素和环丙沙星耐药率分别为
%'b

和
4%b

'未发现对大观霉素和头孢曲松耐药菌株!但头孢曲松低敏率达到
'%b
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青霉素
!

四环素和环丙沙星的
.()

"#

及
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4#

均已超过耐药标准!尤以青霉素和四环素为甚!其
.()

"#

及
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4#

均超过耐药标准

的
1

倍和大于
+1

倍%检出
WW0-'!

株!阳性率为
+#39b

!耐药质粒
/V.:$

基因分型以亚洲型为主"

4$3+b

!

'1

#

'!

$!只有
'

株携

带非洲型质粒%结论
"

淋病奈瑟菌对青霉素&四环素和环丙沙星耐药率较高!对大观霉素和头孢曲松的敏感性较高!可作为治疗

的首选药物'

/V.:$

基因质粒分型以亚洲型为主%

关键词"奈瑟球菌!淋病'

"

抗药性!微生物'

"

/V.:$

基因型'

"

&

:

内酰胺酶'

"

质粒

!"#

!

$#3+4!4

"

5

367783$!9+:'$+#31#$13$"3##'

文献标识码"

;

文章编号"

$!9+:'$+#

"

1#$1

$

$":$%#$:#1

#.6/%7)+&+2-

3

%/:/4/%

(

%)",.%/0/27):/,4,

1

-.%+,.'PQ<H$N-.)%

(3

/.

1

)*24/./2,4+%7,/.+)*L-/++-7/,

1

).)778)-,-

!

3"%3#=."&

'

$

#

O"&

'

$.0&

N

#"&

'

1

#

)-)0&/0#

+

#

7-%2.#(#&

'

'

#

#

,#"&

'

<#&.-#

'

#

*-?#.%&

'

'

#

)-*#&

'

M.%&

'

"

$

$P!0

K

"F:A0&:%

;

2>#&#=">3"5%F":%F

+

#

B"&

+

-?>%%620&:F0

#

7-"&

'

M.%-

#

7-"&

'

6%&

'

"$$'##

#

2.#&"

&

1P!0

K

"F:A0&:%

;

!0FA":%>%

'+

#

2.F%&#=!#90"90BF0J0&:#%&"&62%&:F%>1:":#%&9%

;

B"&

+

-!#9:F#=:

#

7-"&

'

M.%-

#

7-"&

'

6%&

'

"$$'##

#

2.#&"

&

+P!0

K

"F:A0&:%

;

2>#&#=">3"5%F":%F

+

#

1.#

Q

#B0%

K

>0R9L%9

K

#:">%

;

B"&

+

-!#9:F#=:

#

7-"&

'

M.%-

#

7-"&

'

6%&

'

"$$'"#

#

2.#&"

&

'P!0

K

"F:A0&:%

;

2>#&#=">3"5%F":%F

+

#

2.F%&#=!#90"90BF0J0&:#%&"&62%&:F%>1:":#%&9%

;

B"&

+

-!#9:F#=:

#

7-"&

'

M.%-

#

7-"&

'

6%&

'

"$$'##

#

2.#&"

&

"P!0FA":%>%

'+

"&61S!BF0J0&:#%&"&62%&:F%>20&:0F

#

7-"&

'

M.%-

#

7-"&

'

6%&

'

"$##4"

#

2.#&"

%

9:+%7,2%

!

":

;

-2%/6-

"

/=A77C77DECK6DB=7H7>C

@

D6N6I6D

G

D="A8D6?6>B=N6AIA

M

C8D7A8&/V.:$

M

C8=D

G@

C7=F>I686>AI7DBA687=F

0C677CB6A

M

=8=BBE=CAC

$

03

M

=8=BBE=CAC

%

67=IADC&FB=?DE67BC

M

6=8FB=?1#$#D=1#$$3<-%8)'+

"

/ECA

M

AB&6IHD6=8?CDE=&LA7H7C&

D=&CDCB?68CDEC?686?H?68E6N6D=B

G

>=8>C8DBAD6=87

$

.()

%

D="A8D6N6=D6>7

#

68>IH&68

M@

C86>6II68-

#

DCDBA>

G

>I68C

#

>6

@

B=FI=_A>68

#

>CFDB6A_=8CA8&7

@

C>D68=?

G

>683/ECBC767DA8>C=FAII7DBA687D="A8D6N6=D6>7LA768DCB

@

BCDC&A>>=B&68

M

D=>B6DCB6AH7C&68DEC

@

B=

5

C>D

=F7HBKC6IIA8>C=F

M

=8=>=>>AIA8D6N6=D6>7H7>C

@

D6N6I6D

G

68DECP,QPC7DCB8WA>6F6>*C

M

6=83WC86>6II68A7C

$

&

:IA>DA?A7C

%

@

B=&H>68

M

03

M

=8=BBE=CAC

$

WW0-

%

LA7A8AI

G

JC&N

G

DEC

@

A

@

CBA>6&=?CDB6>?CDE=&3;?HID6:W)*LA7H7C&D=&67D68

M

H67E7HND

G@

C7=F/V.:$3=-H

+&4%+

"

$"#7DBA68703

M

=8=BBE=CAC67=IADC7

#

>=IIC>DC&68DE67&67DB6>D

#

LCBC7DH&6C&3WC86>6II68:BC767DA8DBADCLA79#b

$

$#"

"

$"#

%

3

/EC

@

BCKAIC8>C=FDCDBA>

G

>I68C:A8&>6

@

B=FI=_A>68:BC767DA8>CLA7%'bA8&4%b

#

LE6IC8=8C=F7DBA687A

@@

CABC&D=NCBC767DA8DD=

>CFDB6A_=8CA8&7

@

C>D68=?

G

>68

#

BC7

@

C>D6KCI

G

3.()

"#

A8&.()

4#

=F

@

C86>6II68

#

DCDBA>

G

>I68CA8&>6

@

B=FI=_A>68LCBC76

M

86F6>A8DI

G

E6

M

ECB

DEA8BC767DA8D7DA8&AB&7

#

C7

@

C>6AII

G

1A8&=KCB+1D6?C7E6

M

ECBF=B

@

C86>6II68A8&DCDBA>

G

>I68C3'!

$

+#39b

%

7DBA687LCBCWW0-3RHN:

D

G@

68

M

/V.:$

M

C8C=F

&

:IA>DA?A7C

@

IA7?6&7=FWW0-7E=LC&DEAD'1

$

4$3+b

%

WW0-7>ABB6C&DEC;76A8:D

G@

C

@

IA7?6&7

#

NHD=8I

G

'

;FB6>A8:D

G@

C

@

IA7?6&7LCBCF=H8&3>).24&+/).

"

*C767DA8>CD=

@

C86>6II68

#

DCDBA>

G

>I68CA8&>6

@

B=FI=_A>687

@

BCA&7CB6=H7I

G

68DE67&67:

DB6>D3)CFDB6A_=8CA8&7

@

C>D6=?

G

>687E=HI&NCH7C&A7DECF6B7D:I68CA

M

C8D768DBCAD68

MM

=8=BBE=CA3/EC;76A8:D

G@

C

&

:IA>DA?A7C

@

IA7:

?6&768WW0-LCBC&=?68ADC&

#

LE6IC;FB6>A8:D

G@

C

@

IA7?6&LA77

@

=BA&6>3

?-

(

@)7'+

!

0C677CB6A

M

=8=BBE=CAC

&

"

&BH

M

BC767DA8>C

#

?6>B=N6AI

&

"

/V.:$

M

C8=D

G@

C

&

"

&

:IA>DA?A7C7

&

"@

IA7?6&7

""

淋病是经典性病之一#抗菌药物的选择是淋病治疗首先考

虑的问题#然而随着淋病奈瑟菌的耐药性的变化和耐药质粒流

行株的播散#临床选用抗菌药物显得日益重要)为了解本区

1#$#

"

1#$$

年度淋病奈瑟菌流行株的耐药性和产
&

:

内酰胺酶淋

球菌$

WW0-

%耐药质粒
/V.:$

基因分型情况#对临床分离的

$"#

株淋病奈瑟菌流行株测定了
"

种抗菌药物的最小抑菌浓度

$

.()

%和
WW0-

耐药质粒
/V.:$

基因分型的研究#报道如下)

A

"

材料和方法

A3A

菌株

A3A3A

"

临床菌株
$"#

株淋病奈瑟菌由广州市番禺区慢性病防

治站性病门诊患者的泌尿生殖道分泌物中分离得到#男性标本

自尿道口内
+

"

'>?

处#女性由宫颈口内
$

"

1>?

处取材#接

种于选择性培养基$

/.

%#所有菌株经革兰染色*氧化酶和过

氧化氢酶试验及糖发酵试验确证后冻存备用)

A3A3B

"

质控菌株
"

WW0-

阳性和阴性质控菌株$

P,Q\

和

P,Qe

株%#由中国
)e)

性病艾滋病控制中心赠送)质粒分

型标准质粒由加拿大
\=:;88C*3e

教授赠送)

A3B

"

抗菌药物
"

大观霉素$普强公司#商品名曲必星%*头孢曲

+

$#%$

+

国际检验医学杂志
1#$1

年
%

月第
++

卷第
$"

期
"
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H7D1#$1

!

U=I3++

!

0=3$"

!

基金项目!广州市番禺区科技计划资助项目$
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"

#

"

通讯作者#
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松$

*=>EC

公司%*青霉素$

R?6DEYI68C

公司%*四环素$

R6

M

?A

公

司%和环丙沙星$

2A

G

CB]CKCBOH77C8

公司%等
"

种抗菌药物均为

标准品#由中国
)e)

性病控制中心提供)

A3C

"

培养基
"

-)

基础培养基$

QTQ(e

公司%加入
$#b

新鲜

羊血)

A3D

"

标准菌株
"

!

株淋病奈瑟菌标准菌株
e

*

-

*

\

*

]

由中国

疾病预防控制中心性病控制中心赠送#其中
e

*

-

*

]

株为产
&

:

内酰胺酶阴性菌株#

\

株为产
&

:

内酰胺酶$

WW0-

%菌株)

A3E

"

试剂及仪器
"

/A

d

e0;

聚合酶#

$#i2HFFCB

*

.

M

)I

1

*

&0/W

等
W)*

试剂购自宝生生物工程$大连%有限公司)

e0;

相对分子质量标准标记物购自立陶宛
ZCB?C8DA7

公司)

W)*

引物由上海
(8K6DB=

M

C8

生物工程公司合成)

W)*

仪为美国

WVWY(0V].V*

公司产品#电泳仪为美国
26=:*A&

公司产品#

凝胶成像系统为法国
26=:

@

B68D

公司产品)

B

"

方
""

法

B3A

"

菌株对抗菌药物敏感性测定
"

采用
P,Q

西太区淋病奈

瑟菌耐药监测规划协作组推荐的琼脂稀释法测定
.()

'

$

(

)先

将各抗菌药物用适当的缓冲液溶解#配成溶液#再倍比稀释#各

抗菌药物在培养基平皿上的最终浓度分别为!青霉素*四环素

和环丙沙星均为
#3#+

"

+1

$

M

"

?]

#头孢曲松
#3##$

"

$

$

M

"

?]

#大观霉素
#3"

"

$1%

$

M

"

?]

)试验菌株和标准菌株先在无

选择性培养基$

-)

%上传代
1

次#用
$!

"

$%E

的新鲜培养物制

成
$#

9

"

$#

%

>FH

"

?]

的菌悬液#用多头点接种器蘸取菌液接种

于各抗菌药物琼脂平皿#经
+"g

培养
1'E

观察结果#以能抑

制淋病奈瑟菌生长的最小药物浓度为该药的
.()

)每批试验

均由标准菌株作质控#按
P,Q

西太平洋地区淋病奈瑟菌耐药

监测项目推荐的标准判断药物敏感性'

$

(

#并统计出
.()

"#

和

.()

4#

)

B3B

"

WW0-

测定
"

采用纸片酸度法'

1

(

)以标准菌株
\

株作为

阳性对照#标准菌株
e

株为阴性对照)

B3C

"

W)*

模版
e0;

的提取
"

取
-)

培养基上纯培养
$%E

淋

球菌#用灭菌水配成菌悬液#浓度相当于
$

个麦氏单位#取该菌

悬液
$##

$

]

离心去掉灭菌水#加入
"#

$

]

裂解液#

$##g

沸水

浴
$#?68

#冷却后以
$####B

"

?68

的速度在低温离心机中离心

"?68

#上清液即为
e0;

模板#将上清液转移到一干净无菌微

量离心管#

c1#g

保存备用)

B3D

"

多重
W)*

"

采用
WAI?CB

多重
W)*

方法测定
/V.:$

基

因型'

+

(

)引物包括
2]$
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#其中亚洲型质粒引物对为

2]1[2]+

#预期扩增产物为
4"%N

@

#非洲型质粒引物对为
2]$

[2]+

#预期扩增产物为
$$4$N

@

#

2]1[2]'

为多伦多型质粒

引物对#预期扩增产物为
!"#N

@

)反应总体系
1"

$

]

#包括
/A

d

酶$

"X

%

#3$1"

$

]

#

&0/W

$

13"

$

?=]

%

1

$

]

#

$#iW)*

缓冲液

13"

$

]

#引物$

$#

$

?=I

"

]

%各
#3"

$

]

#模板
e0;1

$

]

)

W)*

反

应条件!预变性
4'g

#

+?68

&变性
4'g

#

$"7

&退火
!'g

#

$"

7

&延伸
91g

#

$?68

&

+#

个循环)每批试验作阴性和阳性对照)

W)*

扩增产物以
#3%b

琼脂糖凝胶中进行电泳后#紫外分析仪

观察结果#最后用
2(Q:W*(0/

凝胶成像系统观察并照相)

B

"

结
""

果

B3A

"

.()

测定结果
"

青霉素耐药株为
$#"

株$

9#b

%#四环素

和环丙沙星耐药率分别为
%'b

和
4%b

#青霉素*四环素和环丙

沙星的
.()

"#

及
.()

4#

均已超过耐药标准)未发现对头孢曲

松和大观霉素耐药株#头孢曲松低敏率为
'%b

$

91

"

$"#

%)详

见表
$

)

B3B

"

WW0-

及其
/V.:$

基因质粒分型检测结果
"

$"#

株淋

病奈瑟菌共检出
'!

株
WW0-

#阳性率为
+#39b

)对
'!

株

WW0-/V.:$

基因质粒分型检测出
'1

株携带亚洲型质粒#

'

株携带非洲型质粒)见图)

表
$
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$"#

株淋病奈瑟菌对
"

种抗菌药物的敏感性

抗菌药物
敏感性'

&

$

b

%(
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P,Q

建议对淋病奈瑟菌耐药性监测的核心组抗菌药物

有
"

种分别是!青霉素*四环素*大观霉素*头孢曲松和环丙沙

星#并以该监测项目的方法和标准菌株作为质控菌株'
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(

)本次

研究结果显示
"

种抗菌药物中#淋病奈瑟菌对环丙沙星的耐药

率最高#达到
4%b

#与本地区
1##4

年报道的环丙沙星的耐药

率
443$b

相似'
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#四环素的耐药率也达到了
%'b

#与本区近年

的监测结果近似'
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)大观霉素和头孢曲松的敏感性最高#分别

为
$##b

和
"1b

#未发现有耐药株出现#与本区近年监测的结

果相似'
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#但本次监测中头孢曲松低敏率达到
'%b

#与全国淋

球菌耐药监测网监测的头孢曲松低敏率
'93'1b

相似'
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#而美

国淋球菌耐药监测项目$

-(RW
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#澳大利亚报道头孢曲松低敏率
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#面对如此严
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孢曲松耐药株在本地区出现#而日本东京在
1##4
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咽炎患者中分离出
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株对头孢曲松耐药淋球菌'
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物在本地区具有较好的敏感性#可作为治疗淋病奈瑟菌感染的

首选药物#
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组的
X?;IN

"

X)B

*

R>B

和
XBCA

水平及阳性率均与正常妊娠组

和健康对照组比较差异有统计学意义#而正常妊娠组和健康对

照组比较差异无统计学意义)另外#通过对
-e.

组的
X?:

;IN

"

X)B

*

R>B

和
XBCA

阳性率进行比较#发现
-e.

组的
X?:

;IN

"

X)B

阳性率高于
R>B

和
XBCA

的阳性率)以上研究结果表

明#随机尿
X?;IN

"

X)B

可作为
-e.

患者早期肾损伤的灵敏

指标#肾功能评价的灵敏度优于传统的肾功能检查指标#可早

期发现肾脏的微小病变)罗丽贞等'

$1

(亦报道随机尿
X?;IN

"

X)B

对原发性高血压病患者早期肾损害的诊断具有较高灵敏

度和临床实用价值)连续监测尿
X?;IN

"

X)B

对
-e.

的早

期发现#早期治疗#有效减少母婴并发症#防止
-e.

发展为糖

尿病肾病具有重要的临床价值#且该指标简单易行*安全无创

伤*可靠方便#可为处于妊娠期的特殊患者提供很大的方便#值

得临床推广使用)
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