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耐甲氧西林金黄色葡萄球菌基因分型的研究

王　玮

（天津南开医院核医学科，天津３００１００）

　　摘　要：目的　应用多重聚合酶链反应（ＰＣＲ）对临床分离的耐甲氧西林金黄色葡萄球菌（ＭｅｔｈｉｃｉｌｌｉｎｒｅｓｉｓｔａｎｔＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ

ａｕｒｅｕｓ，ＭＲＳＡ）的金黄色葡萄球菌染色体 ｍｅｃ基因盒（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃａｌｃｈｒｏｍｏｓｏｍａｌｃａｓｓｅｔｔｅｍｅｃ，ＳＣＣｍｅｃ）基因型及亚型进行分

型。方法　收集该院２０１２年１～９月临床分离的３０株耐甲氧西林金黄色葡萄球菌，用多重ＰＣＲ检测 ＭＲＳＡ的ＳＣＣｍｅｃ的基因

型及亚型。结果　检出ＳＣＣｍｅｃⅠ型 菌株１株（３．３％），ＳＣＣｍｅｃⅠＡ型菌株１株（３．３％），ＳＣＣｍｅｃⅡ型菌株４株（１３．３％），ＳＣＣ

ｍｅｃⅢ型菌株２３株（７６．７％），ＳＣＣｍｅｃⅣ型菌株１株（３．３％）。结论　该院分离的 ＭＲＳＡ以携带ＳＣＣｍｅｃⅢ为主。多重ＰＣＲ可用

于临床实验室 ＭＲＳＡ的ＳＣＣｍｅｃ基因分型。

关键词：葡萄球菌，金黄色；　甲氧西林；　基因型；　抗药性，微生物
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　　现今引起社区及医院内感染的主要致病菌以耐甲氧西林

金黄色葡萄球菌（ＭＲＳＡ）为主。特别是院内感染的菌株病死

率极高，常常呈现多重耐药特点，已经成为抗感染治疗中存在

的严峻问题。目前的研究表明，金黄色葡萄球菌染色体 ｍｅｃ

基因盒（ＳＣＣｍｅｃ）作为一种新型的可移动元件是编码金黄色葡

萄球菌对甲氧西林耐药的 ｍｅｃ基因，它区别于转座子和噬菌

体。ＳＣＣｍｅｃ具有以下两种特点：（１）作为载体，使 ｍｅｃ基因在

葡萄球菌菌株之间水平传播；（２）可以整合除 ｍｅｃ基因以外的

许多耐药基因［１２］，至今已发现５种ＳＣＣｍｅｃ基因型及亚型，以

ＳＣＣｍｅｃⅠ、Ⅱ、Ⅲ和Ⅳ及亚型多见
［３］。本研究针对本院分离的

ＭＲＳＡ采用多重聚合酶链反应（ＰＣＲ）进行基因分型，为进一

步了解 ＭＲＳＡ的耐药性打下基础。

１　材料与方法

１．１　菌株来源　收集本院２０１２年１月至９月从临床各种标

本（尿、引流液、胸腔积液和分泌物）中分离的 ＭＲＳＡ３０株。

１．２　仪器与试剂　美国应用生物系统公司生产的 ＡＢ９７００

型ＰＣＲ仪、北京双恒电泳仪公司生产的ＪＹ６００电泳仪、北京君

意东方电泳设备有限公司生产的ＪＹ０４Ｓ３Ａ凝胶成像仪。９对

引物的设计参考文献［３］，由上海生工生物工程有限公司合成。

ｄＮＴＰ、蛋白酶Ｋ、ＭｇＣｌ２、１０×Ｂｕｆｆｅｒ、ＵＮＩＱ１０柱式细菌ＤＮＡ

抽提试剂盒由上海生工生物工程有限公司提供。

１．３　方法　采用 ＵＮＩＱ１０柱式细菌ＤＮＡ抽提试剂盒提取

ＤＮＡ模板（参考说明书）。所得基因组ＤＮＡ于－２０℃保存备

用。参照文献［３］，把９对引物放入同一反应体系建立多重

ＰＣＲ检 测 ＳＣＣｍｅｃ，反 应 条 件：ＰＣＲ 反 应 总 体 积 ５０μＬ，

ＭＥＣＡＰ４、ＭＥＣＡＰ７、ＩＳ４３１Ｐ４、ＤＣＳＦ２、ＤＣＳＲ１ 浓 度 为 ８００

ｎｍｏｌ／Ｌ，ＭＥＣＩＰ３、ＭＥＣＩＰ２、ｐＵＢ１１０Ｒ１、ｐＴ１８１Ｒ１、ＣＩＦ２Ｆ２、

ＣＩＦ２Ｒ２、ＲＩＦ５Ｆ１０、ＲＩＦ５Ｒ１３ 浓 度 为 ４００ｎｍｏｌ／Ｌ，ＲＩＦ４Ｆ３、

ＲＩＦ４Ｒ９、ＫＤＰＦ１、ＫＤＰＲ１浓度为２００ｎｍｏｌ／Ｌ，ＤＮＡ 模板５

μＬ，１０×ＰＣＲｂｕｆｆｅｒ５μＬ，镁离子２．５ｍｍｏｌ／Ｌ，ｄＮＴＰ（２００

μｍｏｌ／Ｌ）５μＬ，Ｔａｑ酶０．５μＬ，双蒸水补足５０μＬ。扩增条件：

９４℃初变性４ｍｉｎ；９４℃变性３０ｓ，退火温度５２℃，时间３０ｓ，

７２℃延伸６０ｓ，进行３０个循环；最后延伸４ｍｉｎ。在１．５％的

含溴乙锭的琼脂糖凝胶中将所生成的ＰＣＲ产物电泳，最后用

凝胶成像系统观察结果。

２　结　　果

根据凝胶成像图判定所有菌株基因型，与参考文献［３］进

行比对所得。本实验中３０株 ＭＲＳＡ中ＳＣＣｍｅｃⅠＡ型菌株１

株（３．３％），ＳＣＣｍｅｃⅠ型菌株１株（３．３％），ＳＣＣｍｅｃⅡ型菌株４

株（１３．３％），ＳＣＣｍｅｃⅢ型菌株２３株（７６．７％），ＳＣＣｍｅｃⅣ型菌

株１株（３．３％）。选取的清晰的凝胶成像图，见图１。

　　１、４：ＳＣＣｍｅｃⅢ型；２：ＳＣＣｍｅｃⅠ型；３：ＳＣＣｍｅｃⅡ型

图１　　多重ＰＣＲ检测ＳＣＣｍｅｃ电泳图

３　讨　　论

存在于ＳＣＣｍｅｃ上的插入序列ＩＳ４３１是形成 ＭＲＳＡ多重

耐药的原因，同时，ＳＣＣｍｅｃ基因型别的差异会造成其整合后

的耐药基因的差异［４］。在研究金黄色葡萄球菌获得 ｍｅｃ基因

和 ＭＲＳＡ菌株获得多重耐药的机制方面，ＳＣＣｍｅｃ基因分型方

法要优于其他的分型方法。ＳＣＣｍｅｃ基因分型结果的不同在

一定程度上也取决于 ＭＲＳＡ菌株来源背景不同。通过实验数
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据证明，社区感染的 ＭＲＳＡ菌株基因型别为Ⅳ型，耐药特点是

对非β内酰胺类的抗菌药物敏感
［５］，而院内感染的 ＭＲＳＡ很

少为Ⅳ型，以Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ型为主，其耐药特点是对多种抗菌药物

耐药，从而表明ＳＣＣｍｅｃ基因分型在区分社区和院内感染的

ＭＲＳＡ有着重要的意义。

本研究采用多重ＰＣＲ对ＳＣＣｍｅｃ进行分型，分型结果清

晰，具有快速简单的特点，一般微生物实验室都可以开展。

ＳＣＣｍｅｃ在日益增加的抗菌药物选择压力下不断地通过突变

获得外源性基因，更像一个抗菌药物耐药岛，增加了对多种抗

菌药物的耐药性。当然，任何一种基因分型方法都不能作为判

断的绝对指标。因此，ＳＣＣｍｅｃ基因分型方法结合 ＰＦＧＥ、

ＭＬＳＴ分型方法能够更深入地了解其起源及遗传背景，有助于

进一步治疗和控制 ＭＲＳＡ感染。
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ＶＣＳ技术检测白细胞时无中性粒细胞和嗜酸性粒细胞分类的原因分析

田　宇
１，陈常飞２，王永锋１，杨　超

１，康　炜
１△

（１．西安医学院第一附属医院检验科，陕西西安７１００７７；２．吴起县计划生育服务站，陕西榆林７１７６００）

　　摘　要：目的　研究ＶＣＳ技术检测白细胞时无中性粒细胞和嗜酸性粒细胞分类结果的原因。方法　采用以 ＶＣＳ技术为检

测原理的血分析仪器分析血常规标本，无中性粒细胞和嗜酸性粒细胞分类结果的为测试组，有中性粒细胞和嗜酸性粒细胞分类结

果的为对照组，分别对以上两组中的中性粒细胞和嗜酸性粒细胞的体积（Ｖ）、传导性（Ｃ）和光散射（Ｓ）这３项参数进行统计。制备

血涂片染色后，于显微镜下进行白细胞形态观察并进行分类计数。结果　对照组中性粒细胞的 ＶＣＳ参数分别为 Ｖ：（１４１．８±

６．９）ｆＬ、Ｃ：１４５±７．３、Ｓ：１３６±４．８；对照组嗜酸性粒细胞的ＶＣＳ参数分别为Ｖ：（１５２．９±１０．１）ｆＬ、Ｃ：１４７±１２．０、Ｓ：１９４±７．６。染

色后显微镜下观察细胞形态无明显异常；测试组两类细胞的３项ＶＣＳ参数仪器皆未提供，经涂片染色后显微镜观察细胞形态和

分类计数后，其嗜酸变的中性粒细胞比例皆大于４０％。结论　ＶＣＳ技术检测白细胞若出现无中性粒细胞和嗜酸性粒细胞分类结

果的标本，应该制备血涂片并进行瑞吉染色，人工镜检分析其实际分类比例并在报告中予以描述。

关键词：ＶＣＳ技术；　中性粒细胞；　嗜酸性粒细胞
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　　随着检验技术的迅猛发展，自动化血液分析仪在检验领域

的应用日趋广泛。自动化血液分析仪以其检测速度快，提供参

数多，精密度好，易于标准化等优点，受到一线检验人员的一致

好评。但是仪器检测结果只能用于初筛，在一些异常情况下，

仍需手工法确认与补充，这已是不争的事实。各类仪器由于方

法学所限，在某些情况下无法提供白细胞分类结果，检验人员

应对其原因进行深入研究分析。笔者通过显微镜下观察细胞

形态和分类计数的方法，对本科室使用的以 ＶＣＳ技术为分类

原理的血液分析仪检测白细胞时出现无中性粒细胞和嗜酸性

粒细胞分类结果的原因进行了分析，现报道如下。

１　资料与方法

１．１　一般资料　收集本院２０１０～２０１２年门诊健康体检者经

血液分析仪检测有中性粒细胞和嗜酸细胞分类结果的标本

１０００例及住院患者无中性粒细胞和嗜酸性粒细胞分类结果的

标本１０００例，其中呼吸科５００例，经临床确诊为重度感染患

者；产科患者５００例，经检测其孕激素水平偏高。

１．２　仪器与试剂　美国 ＢｅｃｋｍａｎｃｏｕｌｔｅｒＬＨ５００五分类血

液分析仪及原装配套试剂，校准品，及高、中、低三水平质控品。

ＬＹＭＰＵＳＣＸ３１双目光学显微镜，瑞姬染液
［１］。

１．３　方法　以规范操作采集健康体检者和患者肘静脉血２

ｍＬ于含ＥＤＴＡＫ２ 抗凝的真空采血管内，颠倒混匀后上机检

测。在分析之前已对仪器的分析性能进行验证，所有分析过程

２ｈ内完成。排除白细胞分类失败的其他因素对仪器分类结

果的干扰。对有中性粒细胞和嗜酸性粒细胞分类的健康体检

者的标本和无中性粒细胞和嗜酸性粒细胞分类结果的患者标

本，对其两类细胞的检测结果分别进行 ＶＣＳ的３项参数统计

并分别涂片两张，经瑞姬染色后由本科２名资深技术人员在

显微镜下观察，重点观察白细胞形态并进行白细胞分类计数，

每片计数２００个白细胞，共计计数４００个白细胞。

２　结　　果

２．１　结果记录　１０００例健康体检者中性粒细胞ＶＣＳ的３项

参数分别为Ｖ：（１４１．８±６．９）ｆＬ、Ｃ：１４５±７．３、Ｓ：１３６±４．８；嗜

酸性粒细胞的３项ＶＣＳ参数分别为Ｖ：（１５２．９±１０．１）ｆＬ、Ｃ：

１４７±１２．０、Ｓ：１９４±７．６；１０００例患者经仪器检测无中性粒细

胞和嗜酸性粒细胞分类结果的标本，仪器未能提供两类细胞的

３项ＶＣＳ参数。

·８９３２· 国际检验医学杂志２０１４年９月第３５卷第１７期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｓｅｐｔｅｍｂｅｒ２０１４，Ｖｏｌ．３５，Ｎｏ．１７


