
!论
!!

著!

高毒力艰难梭菌的基因型和毒力相关基因检测"

肖克林1

!金
!

萍,

!黄丽清+

!梁
!

霞8

!周天祥+

!王中兴+

!王秦宁)

!孔繁荣)

"深圳市宝安区妇幼保健院'

1A

中心实验室&

,A

儿科
R.d

&

+A

检验科&

8A

药剂科!广东深圳
)1C1++

&

)A

悉尼大学韦德特米德医院感染性疾病和微生物中心!澳大利亚悉尼
!

,18)

#

!!

摘
!

要"目的
!

鉴定莫西沙星耐药的艰难梭菌临床菌株的基因型和毒素相关基因的携带情况$方法
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株莫西沙星耐药的

艰难梭菌临床菌株收集自澳大利亚悉尼地区!利用基于荧光毛细管电泳的聚合酶链反应"
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艰难梭菌相关性腹泻$

.P%P

%是一种常见的抗菌药物相

关性腹泻$
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世纪初#
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在北美和欧洲出现了

暴发流行#患者死亡率高#后研究证实为艰难梭菌高毒力核糖

体型
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)与其他的基因型比较#
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更

容易导致患者出现严重的症状'
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#是目前临床监测的重点)

高毒力
#'*,@

艰难梭菌对喹诺酮类抗菌药物有耐药性)

因此#在临床监测中#可将艰难梭菌对喹诺酮类抗菌药物$莫西

沙星等%的敏感性作为高毒力株的初筛试验'
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)然而#其他一

些基因型#如
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等#也可出现喹诺酮类抗

菌药物耐药情况)因此#对于莫西沙星耐药的菌株#需进行基

因分型以鉴定是否为高毒力
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在本研究中#笔者对
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例澳大利亚悉尼地区分离到的莫

西沙星耐药的艰难梭菌临床菌株进行基因分型#并对其毒力相

关基因进行检测#以鉴定这些菌株的基因型和毒力基因携带
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情况)

C

!

材料与方法
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:@6? .P'%0e %e,@1@19 )@(0'Z%%..'ZZ%%%%ZZ'Z%'0Z)9) (,A) +@(

2K=%0# 9)10%ZZ%''%'''%.'ZZ%..%'''0Z9,9 )9A(

:@62 .P'/0e &@(*C1 191@0.''%%'Z.%%Z'%%%'%.'Z%Z019+C ),A@ )1*

2K=/0# ,8,(0%%.ZZ%'.'.''Z.''.%Z'.0,8*( (,A+

6:@8 =2K.

G

>0# [9,9C, ,*@*+0''Z.%%''%'%%%%%.%'.''0,*@,+ )+A+ 1*9@

=2K.

G

>0e ,1@990'%' .%%'''%'''%' Z.'.'''.0,1@@@ )+A@

DAD

!

毒素编码基因携带情况
!

,,

株菌株毒素
%

+

/

编码基因

6:@?

+

6:@2

#二元毒素编码基因
:@6?

+

:@62

均显示为阳性#见表

,

)电泳结果示例图见图
,4

)

DAE

!

毒力调节基因
6:@8

检测情况
!

电泳结果示例图见图

,?

)

,,

株菌株毒力调节基因
6:@8

序列与
Z<5?45Q

中序列比

对#结果显示
,1

株
#'*,@6:@8

序列型均为
!21

#另
1

株
#'*@C

*

,,*1

*
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年
8
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+(
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期
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序列型为
;%+9

$

Yi)9(+89

%#见表
,

)与参考株
U:R1*8(+

$

Z<5?45Q

收录号!

[9,9C,

%比较#

,1

株
#'*,@

菌株
6:@8

序列

均出现连续
1C

个核苷酸$

5=++*0+8@

%的缺失和第
11@

位单核

苷酸的缺失#另外
1

株
#'*@C

菌株
6:@8

序列出现连续
+9

个

核苷酸$

5=+810+@9

%的缺失和第
1C8

位$

%

%

'

%的突变#见图
+

)

!!

4

为
#$VY*1

$高毒力
#'*,@

%&

?

为
#$VY,,

$

#'*@C

%)

图
1

!!

艰难梭菌基于荧光毛细管电泳的
:.#0

核糖体分型的毛细管电泳示意图

!!

4

中
1

为
6:@?

$

+C*?

G

%#

,

为
6:@2

$

,*8?

G

%#

+

为
:@6?

$

+@(?

G

%#

8

为
:@62

$

)1*?

G

%&

?

中
1

为
6:@8

$

1*9@?

G

%)

图
,

!!

艰难梭菌毒力相关基因
:.#

检测

电泳示意图

图
+

!!

,,

株莫西沙星耐药的艰难梭菌
6:@8

序列与参考菌株
U:R1*8(+

$

[9,9C,

%的比较示意图

表
,

!!

,,

株莫西沙星耐药的艰难梭菌基因型和毒力相关基因检测结果

菌株号 基于荧光毛细管电泳的
:.#0

核糖体分型的数字化图谱
:.#0

核糖体型

毒素
%

+

/

编码基因

6:@? 6:@2

二元毒素编码基因

6:@? 6:@2

毒力调节基因

6:@8

序列变化

毒力调节基因

6:@8

序列型

#$VY*1 ,()A@0,9CA)0+)9A80+(1A(0+9CAC08)CA108C*A*0)C*AC *,@ f f f f

$

1C?

G

#

$

11@ !21

#$VY*, ,()A@0,9CA)0+)9A80+(1A@0+9CA908)CA108C*A*0)C*AC *,@ f f f f

$

1C?

G

#

$

11@ !21

*

+,*1

*

国际检验医学杂志
,*1)

年
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期
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续表
,

!!

,,

株莫西沙星耐药的艰难梭菌基因型和毒力相关基因检测结果

菌株号 基于荧光毛细管电泳的
:.#0

核糖体分型的数字化图谱
:.#0

核糖体型

毒素
%

+

/

编码基因

6:@? 6:@2

二元毒素编码基因

6:@? 6:@2

毒力调节基因

6:@8

序列变化

毒力调节基因

6:@8

序列型

#$VY*+ ,()A(0,9CA)0+)9A)0+(1A@0+9CAC08)CA108C*A*0)C*A@ *,@ f f f f

$

1C?

G

#

$

11@ !21

#$VY*8 ,()A@0,9CA)0+)9A80+(1A(0+9CAC08)CA*08C*A*0)C*A@ *,@ f f f f

%

1C?

G

#

%

11@ !21

#$VY*) ,()A(0,9CA)0+)9A80+(1A(0+9CA@08)CA*08C*A*0)C*A( *,@ f f f f

%

1C?

G

#

%

11@ !21

#$VY*( ,()A(0,9CA80+)9A+0+(1A(0+9CAC08)CA*08@9A90)C*A@ *,@ f f f f

%

1C?

G

#

%

11@ !21

#$VY*@ ,()A(0,9CA80+)9A+0+(1A(0+9CA(08)CA*08@9AC0)C*A) *,@ f f f f

%

1C?

G

#

%

11@ !21

#$VY*C ,()A@0,9CA)0+)9A(0+(1AC0+99A*08)CA,08C*A10)C*A9 *,@ f f f f

%

1C?

G

#

%

11@ !21

#$VY*9 ,()AC0,9CA(0+)9A(0+(1AC0+99A*08)CA,08C*A10)C1A* *,@ f f f f

%

1C?

G

#

%

11@ !21

#$VY1* ,()A@0,9CA)0+)9A(0+(1AC0+99A*08)CA+08C*A10)C1A* *,@ f f f f

%

1C?

G

#

%

11@ !21

#$VY11 ,()AC0,9CA)0+)9A(0+(1AC0+99A*08)CA,08C*A10)C1A* *,@ f f f f

%

1C?

G

#

%

11@ !21

#$VY1, ,()A@0,9CA)0+)9A(0+(1AC0+99A*08)CA+08C*A10)C1A1 *,@ f f f f

%

1C?

G

#

%

11@ !21

#$VY1+ ,()AC0,9CA(0+)9A(0+(1AC0+99A108)CA,08C*A10)C*A9 *,@ f f f f

%

1C?

G

#

%

11@ !21

#$VY18 ,()A@0,9CA)0+)9A)0+(1A@0+99A*08)CA,08C*A10)C*A9 *,@ f f f f

%

1C?

G

#

%

11@ !21

#$VY1) ,()A@0,9CA)0+)9A)0+(1AC0+9CA908)CA,08C*A*0)C*AC *,@ f f f f

%

1C?

G

#

%

11@ !21

#$VY1( ,()AC0,9CA)0+)9A(0+(1AC0+99A*08)CA+08C*A*0)C1A1 *,@ f f f f

%

1C?

G

#

%

11@ !21

#$VY1@ ,()A@0+9CA)0+)9A80+()A(0+9CA@08)CA108C*A*0)C*A@ *,@ f f f f

%

1C?

G

#

%

11@ !21

#$VY1C ,()A@0,9CA)0+)9A@0+(1A90+99A108)CA,08C*A,0)C1A1 *,@ f f f f

%

1C?

G

#

%

11@ !21

#$VY19 ,()AC0,9CA)0+)9A(0+(1AC0+99A108)CA+08C*A10)C1A* *,@ f f f f

%

1C?

G

#

%

11@ !21

#$VY,* ,()AC0,9CA(0+)9AC0+(,A*0+99A+08)CA808C*A+0)C1A8 *,@ f f f f

%

1C?

G

#

%

11@ !21

#$VY,1 ,()A@0,9CA)0+)9A)0+(1A@0+9CA908)CA,08C*A10)C1A* *,@ f f f f

%

1C?

G

#

%

11@ !21

#$VY,, +8*A,0+)9A80+(1A908*+A108*)A,088@A+08@CA@0),1AC *@C f f f f

%

+9?

G

#

.1C8' ;%+9

E

!

讨
!!

论

!!

基于荧光毛细管电泳的
:.#0

核糖体分型方法是近年用于

艰难梭菌基因分型的一种新方法#该方法利用基于测序仪的荧

光毛细管电泳代替传统的琼脂糖电泳#分型更加精准客观#相

较于传统的
:.#0

核糖体分型#这一方法具有非常高的分辨性#

以往的研究显示其可以准确地区分出艰难梭菌高毒力
#'*,@

和其他核糖体型'

(

(

)本研究中#笔者利用这一方法对
,,

株莫

西沙星耐药的艰难梭菌进行基因分型#发现其中
,1

株为高毒

力
#'*,@

菌株#另一株为
#'*@C

)

对喹诺酮类抗菌药物耐药是艰难梭菌高毒力
#'*,@

流行

株的一大特征#正是由于对喹诺酮类等药物的高耐药性导致其

在全球多地暴发流行'

1101,

(

)

,**+

年#艰难梭菌高毒力
#'*,@

在加拿大魁北克地区出现暴发性感染'

,

(

#之后在美国+欧洲和

中非等地区流行'

1+018

(

#近年来韩国'

1)

(和智利'

1(

(也相继检测该

类耐药菌)

,**C

年#澳大利亚第
1

例
#'*,@

感染患者在西澳

大利亚帕斯出现'

1@

(

#

,*1*

年在墨尔本出现另一例病例'

1C

(

#同

年在维多利亚出现小规模的暴发病例)本文报道的
,1

例高毒

力
#'*,@

病例则来自悉尼地区)这些数据表明#高毒力

#'*,@

在澳大利亚已开始逐渐流行#虽然还不是主要的流行

菌株)

#'*@C

是近年新发现的又一种新的高毒力型艰难梭

菌#其早先被发现是小牛和猪中最常见的基因型)与
#'*,@

比较#

#'*@C

感染者的年龄相对较轻#并且有不少的患者为社

区获得性感染#而其所导致的重症腹泻和致死率与
#'*,@

则

相差无几#与其他的非
#'*,@

菌株感染者比较#更多的
#'*@C

患者曾使用过喹诺酮类药物治疗'

19

(

)

毒素
%

和
/

是产毒型艰难梭菌最主要的致病因子)毒素

%

为一种肠毒素#由
6:@?

基因编码&毒素
/

为一种很强的细胞

毒素#由
6:@2

基因编码'

,*

(

)至今#只发现有
,

种毒素
%

+

/

表

达方式#大部分产毒型艰难梭菌均同时产毒素
%

和
/

$

6:@?f

6:@2f

%#小部分由于
6:@?

基因缺失只产毒素
/

而不产毒素
%

$

6:@?06:@2f

%)二元毒素是毒素
%

+

/

外的另一类毒素#为一

类肌动蛋白特异的腺苷二磷酸$

%P:

%

0

核糖基转移酶#其编码

基因由负责编码具有酶活性毒素的
:@6?

和编码受体结合的

:@62

两部分组成'

,1

(

)在许多产毒株中#二元毒素均不表

达'

,,

(

#而在高毒力
#'*,@

和
#'*@C

艰难梭菌菌株中#通常都

表达二元毒素'

19

(

)本研究对毒素编码基因的检测结果显示#

,1

株高毒力
#'*,@

和
1

株
#'*@C

均携带毒素
%

+

/

和二元毒

素编码基因$

:@6?f:@62f6:@?f6:@2f

%#和以前的报道一

致'

18

#

19

(

)

6:@8

为毒素表达的负向调节因子#对毒素
%

+

/

的生成有

很大的影响#如其基因序列发生突变#负调节机制受损#毒素

%

+

/

的产量会急剧增高#进而使艰难梭菌致病性增强)高毒

力
#'*,@

毒力调节基因
6:@8

上有一段
1C

个核苷酸区域的缺

失#且
11@

位出现一个单核苷酸的缺失#从而出现移码突变#这

些改变使得
6:@8

的负调节作用大大减弱#从而使毒素
%

和
/

的产量增高)

;4>5

J

等'

18

(发现#在体外培养中#高毒力
#'*,@

毒素
%

+

/

产量的高峰中位值分别是其他核糖体型$均为毒力

型
*

#

:@6?f:@62f

%的
1(

倍和
,+

倍)另一高毒力型
#'*@C

#

6:@8

上则有一段
+9

个核苷酸区域$从
+81

位到
+@9

位%的缺

失#且
1C8

位出现一个单核苷酸的突变$

.1C8'

%#从而导致产

生终止密码子'

19

(

)本文中
,1

株高毒力
#'*,@

和
1

株
#'*@C

6:@8

基因序列的变化与之前的报道完全一致#进一步验证了

#'*,@

和
#'*@C

两种高毒力基因型的毒力负调节基因
6:@8

基因存在突变#导致其毒力增强)此外#通过基因序列比对#

,1

株高毒力
#'*,@

临床菌株
6:@8

序列型属于
!21

#另
1

株

#'*@C

则属于
;%+9

)总之#本文利用基于荧光毛细管电泳的

:.#0

核糖体分型方法对
,,

株莫西沙星耐药的艰难梭菌临床

菌株进行基因分型#显示
,1

株为高毒力
#'*,@

#

1

株为

#'*@C

&毒力基因检测显示
,,

株菌株均为
6:@?f6:@2f

:@6?f:@62f

&毒力调节基因
6:@8

序列型分属于
!21

$高毒力

#'*,@

临床菌株%和
;%+9

$

#'*@C

临床菌株%)

*

8,*1

*
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