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内酰胺酶检测方法进行评价!为临床实验室选择最佳的检测方法提供依据$方法
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内酰胺酶检测的金标准!对)绝壁*试验&)三叶草*试验&头孢硝噻吩纸

片法的检测性能进行评价$结果
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种检测金黄色葡萄球菌
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内酰胺酶的方法均有

较好的敏感性和特异性!不同的实验室可以根据具体情况选择其中的一种方法$

关键词"金黄色葡萄球菌%

!

#

/

内酰胺酶%

!

方法评价

!"#

!

1%23454

"

6

27889215:3/$13%2"%1#2%:2%1$

文献标识码"

,

文章编号"

15:3/$13%

"

"%1#

#

%:/%04:/%"

$.65?6(1*2*2=&(&'(1*2J&(<*=*%

!

L56'(6J6)&123,12=)*%+(6

-

<

3

5*'*''?)6?/&?)

2)(G"#

$

4+(

1

#

/+#

$

*+=&

"

#

?&+(L+#

$

1

#

<4"#%&+#=(#

$

1

#

$

1K6"

8

+9:1"#:(

;

<=&#&>+=?+@(9+:(9

A

&

"K<"#:"9(

;

P"

8

9(C)>:&E"!"C&>&#"

#

-&93:

B

;

&=&+:"C5(3

8

&:+=(

;

7)#*+:V7"#D#&E"93&:

A

#

2)+#

$

F4()

#

2)+#

$

C(#

$

#1%%0%

#

<4&#+

%

98)(/6'(

!

"8

:

&'(1.&

!

(;=<@GK@>=>A=J=>=C>7;9M=>A;J8B;D

#

/G@C>@M@8=793&79J8;B!>@

'

A

F

G;C;CCK8@KD=K8>;

'

D;<7J=>A=I@878

B;DCG797C@GG@I;D@>;D7=88=G=C>79

?

>A=I=8>J=>=C>7;9M=>A;J2;&(<*=)

!

$%8>D@798;B!>@

'

A

F

G;C;CCK8@KD=K8L=D=8=G=C>=J2b7>A>A=

VG@S

?

=9=J=>=C>7;9D=8KG>@8>A=

?

;GJ8>@9J@DJB;D

#

/G@C>@M@8=J=>=C>7;9

#

>A=J=>=C>7;9

'

=DB;DM@9C=;B>A=

'

=97C7GG79H;9=/=J

?

=J=>=D/

M79@>7;9

#

CG;<=DG=@B@88@

F

#

97>D;C=B79/J78&L=D==<@GK@>=J2>&)?5()

!

"%8>D@798;B!>@

'

A

F

G;C;CCK8@KD=K8L=D=>A=VG@S

?

=9=

'

;87>7<=

J=>=C>=JI

F

+-)@9J"%8>D@798L=D=9=

?

@>7<=2(A=8=987>7<7>

F

;B>A=

'

=97C7GG79H;9=/=J

?

=J=>=DM79@>7;9M=>A;J

#

CG;<=DG=@B@88@

F

@9J

97>D;C=B79/J78&L=D=@GG1%%2%%Y@9J>A=8

'

=C7B7C7>

F

L=D=1%%2%%Y2@*2'5?)1*2

!

(AD==&79J8;B

#

/G@C>@M@8=J=>=C>7;9M=>A;JA@<=

I=>>=D8=987>7<7>

F

@9J8

'

=C7B7C7>

F

2!;J7BB=D=9>G@I;D@>;D

F

C@9CA;;8=;9=;B>A=M=>A;J>;J=>=C>

#

/G@C>@M@8=;B8>@

'

A

F

G;C;CCK8@KD=K8

@CC;DJ79

?

>;>A=@C>K@G87>K@>7;92

A&

3

B*/=)

!

8>@

'

A

F

G;C;CCK8@KD=K8

&

!

#

/G@C>@M@8=

&

!

M=>A;J=<@GK@>7;9

!!

金黄色葡萄球菌是临床上重要的致病菌之一#可引起皮肤

软组织化脓性感染*肺炎*败血症等'青霉素类抗菌药物曾广

泛用于葡萄球菌的治疗#但目前金黄色葡萄球菌对其产生严重

的耐药性#危害青霉素类抗菌药物尤其是对酶不稳定青霉素的

临床疗效'
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内酰胺酶的产生是金黄色葡萄球菌对青霉素类

抗菌药物耐药的主要机制之一(

1

)

#检测金黄色葡萄球菌是否产

#

/

内酰胺酶对临床药物选择有重要意义'目前金黄色葡萄球

菌
#
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内酰胺酶的检测方法比较多#本实验对,绝壁-试验#,三叶

草-试验#头孢硝噻吩纸片法
3

种方法的检测效能进行评价#为

临床实验室选择最佳的检测方法提供依据'
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材料与方法
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菌株
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株金黄色葡萄球菌来源于中山大学附属第一

医院住院或门诊患者无菌体液标本$包括血液*胸腔积液*腹腔

积液*分泌物*穿刺液等%#剔除同一患者多次分离的同种菌株'

其中耐甲氧西林金黄色葡萄球菌$
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株#苯唑西林敏

感青霉素耐药菌株
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内酰胺酶菌为金黄色葡萄球菌
,(--"4"13

#阴

性对照菌为金黄色葡萄球菌
,(--"#4"3

'

C2D

!

仪器与试剂
!

WR

平板*血平板*头孢硝噻吩纸片购自法

国
V7;W=D7=KE

公司&

1%Z

青霉素购自
OaO\T

公司&

+-)

引物

由
(@.@)@

公司合成&

+-)

体系购自
(@.@)@

公司'

C2E

!

方法

C2E2C

!

菌株鉴定与药敏实验
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将待检标本接种于哥伦比亚血

琼脂平板#
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培养
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分离纯化#用
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型全自动微

生物分析仪进行菌株鉴定和药敏测定'
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基因
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采用煮沸法提取基因组
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琼脂糖凝胶中进行电泳#电压
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#时间
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M79
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染色后#于凝胶成像系统上拍照观察'
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将
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麦氏比浊的待测菌液涂布于
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平板#平板中央贴上
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青霉素#
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观察结果&抑

菌圈周围,绝壁样-生长为阳性#否则为阴性'
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,三叶草-试验
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将
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调为
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麦氏比浊的

菌液稀释
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倍后涂布于血平板#中央贴上
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青霉素#然后

将待测菌株从纸片边缘向外接种一条直线#
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孵育
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观

察结果&细菌向抑菌圈内凸进生长#则为阳性'
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头孢硝噻吩纸片法
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将头孢硝噻吩纸片放在单个的待

测菌上#

1%M79

内观察纸片有无颜色变化#由黄色变为红色则

为阳性#否则为阴性'
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均为阳性#
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株苯唑西林敏感青霉素耐药菌株
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基因均为

阳性#

"%

株苯唑西林敏感青霉素敏感菌株
IG@S

基因均为阴性'

部分菌株
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电泳结果见图
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基因检测均为

阴性'
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种检测方法的结果
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阳性的菌株,绝壁-试

验*,三叶草-试验*头孢硝噻吩纸片法检测结果均为阳性#敏感

性均为
1%%2%Y
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$

种方法检测结果均

为阴性#特异性均为
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内酰胺酶检测方法结果

菌株
,绝壁-试验

阳性$株% 阴性$株%

,三叶草-试验

阳性$株% 阴性$株%

头孢硝噻吩纸片

阳性$株% 阴性$株%

耐甲氧西林金黄色葡萄球菌$
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为耐甲氧西林金黄色葡萄球菌株&
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为

苯唑西林敏感青霉素敏感菌株&

"1

(
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为苯唑西林敏感青霉素耐药菌

株&,

f

-为阴性对照#,
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-为阳性对照'
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部分金黄色葡萄球菌
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法检测
VG@S

基因电泳图
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金黄色葡萄球菌是社区和医院内获得性感染的常见致病

菌#青霉素类抗菌药物曾广泛用于其治疗'近年来随着抗菌药

物的大量使用#金黄色葡萄球菌对青霉素类抗菌药物耐药性越

来越严重'

#
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内酰胺酶是金黄色葡萄球菌对青霉素类抗菌药

物耐药的主要机制之一'已知的
#

/

内酰胺酶数量已达
"%%

余

种(

"

)

#其中金黄色葡萄球菌产生的
#

/

内酰胺酶属于
,MIG=D

分

子分类的
,

类酶#由
VG@S

基因编码'

目前检测金黄色葡萄球菌
#

/

内酰胺酶的方法很多#如,绝

壁-试验#,三叶草-试验#头孢硝噻吩纸片法以及分子生物学

+-)

等'其中用
+-)

检测
VG@S

基因的存在与否#是鉴定金黄

色葡萄球菌是否产
#

/

内酰胺酶的金标准(

3

)

#但是
+-)

法实验

条件要求较高#需要专业的人员和特定的仪器#限制了其在临

床的广泛使用'本实验通过与
VG@S

基因检测结果进行比对#

显示,绝壁-试验#,三叶草-试验#头孢硝噻吩纸片法对于
#

/

内

酰胺酶检测的灵敏度和特异性#均达到
1%%2%Y

#高于其他文

献,绝壁-试验灵敏度
:12$Y

#,三叶草-试验灵敏度
5:20Y

#头

孢硝噻吩纸片法灵敏度
3#2:Y

的报道#主要原因可能是菌株

来源差别较大有关#文献报道中
14:

株金黄色葡萄球菌青霉素
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均
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虽然,绝壁-试验#,三叶草-试验#头孢硝噻吩纸片法有相

同的灵敏度和特异性#但是不同方法所需要的时间成本和经济

成本却不同'其中头孢硝噻吩纸片法检测时间最短#,绝壁-试

验#,三叶草-试验则需要
"$A

#然而头孢硝噻吩纸片法的经济

成本是最贵的'因此#选用何种方法检测金黄色葡萄球菌
#

/

内

酰胺酶需要实验室根据自己的情况进行选择'同时在本实验

中
1%

株
W)!,

均能够检测出
#

/

内酰胺酶#说明对于此类菌株

耐
#

/

内酰胺类抗菌药物的机制既有青霉素结合蛋白介导的耐

药#又有
#

/

内酰胺酶的表达#这是由于编码
+V+"@

的
M=C,

基

因具有
#

/

内酰胺类抗菌药物诱导性#且在功能上与
#

/

内酰胺酶

的基因密切相关'

另外本实验
$%

株菌株青霉素
W\-

根据
-[!\

折点进行判

断后#

"%

株青霉素耐药菌株均能检测出
VG@S

基因#

"%

株青霉

素敏感的菌株均未检测出
VG@S

基因#与
VG@S

基因检测结果有

很好的一致性'与国外文献报道当金黄色葡萄球菌青霉素

W\-

为
%2%5

&

?

"

M[

和
W\-

为
%2%3

&

?

"

M[

的部分菌株中仍

然能够检测到
VG@S

基因不同(

#

)

#这种不同可能与标本来源不

同#文献中所有的菌株来源于牛#所受到的抗菌药物压力较小&

也可能与本实验的菌株数较少有关#可以通过加大菌株量进一

步来验证
VG@S

基因检测结果与青霉素
W\-

之间的关系'
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