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摘
!

要"目的
!

通过对重症监护病房患者金黄色葡萄球菌"

O"

#感染的分子流行病学研究!为临床预防和研究
O"

感染提供科

学依据$方法
!

收集重症监护病房近
)

年
O"

培养阳性病例
.+

例!"去除同一患者相同和不同部位标本#采用多重
bU%

扩增
O"

的毒素基因
B8B

和
8A=

!分析毒素基因的存在与发热的关系!通过
bU%

扩增耐甲氧西林金黄色葡萄球菌"

Y%O"

#基因组稀有限制

区旁的
Z$"

序列!对
Y%O"

进行基因分型$结果
!

.+

例患者中!

(2

例为对甲氧西林敏感的金黄色葡萄球菌"

YOO"

#!

))

例为

Y%O"

!其中有
++

例
Y%O"

携带
B8B

和
8A=

基因"

,,-34

#!显著高于
YOO"3

例携带
B8B

和
8A=

基因"

"

%

*-*.

#&

)3

例伴有发热!其

中
+2

例含有
B8B

和
8A=

基因!

(.

例不伴发热!其中
.

例含
B8B

和
8A=

基因!发热组携带两种基因比率显著高于不发热组"

"

%

*-*.

#&

稀有限制区
bU%

"

&%O:bU%

#分型表明!

+*(+

$

+*(;

年感染
Y%O"

的
))

例患者有
++

例为同种基因型$结论
!

B8B

和
8A=

基因的存

在可能与
O"

引起的发热有关!近
)

年该病房存在
Y%O"

暴发流行可能$

关键词"金黄色葡萄球菌&

!

分子流行病学&

!

毒素基因&

!

稀有限制区
bU%

&

!

基因分型
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耐甲氧西林金黄色葡萄球菌$

Y%O"

%是引起医院内感染

的主要致病菌之一#是各级医院都面临的一个难题#它可以产

生多种致病细菌毒素#其中包括中毒休克综合征毒素
:(

$

'OO':(

%和
OQU

肠毒素#前者能引起中毒休克综合征#后者

能引起食物中毒#属于危害较严重的两类毒素(

(

)

'在临床工作

中#

Y%O"

的感染呈现出病例不断增加及其耐药程度不断加

重的趋势#

Y%O"

也日益受到各国研究人员及临床工作者的

重视'近
)

年来#笔者在两家医院的重症监护病房分离到
.+

株金黄色葡萄球菌$

O"

%#采用稀有限制区聚合酶链反应$

&%O:

bU%

%对这
.+

株
O"

进行了基因分型(

+

)

#对其毒素基因
B8B

和

8A=

进行了研究和探讨'并通过流行病学研究以及结合患者临

床表现分析#得出一些有助于临床治疗的结论'

D

!

资料与方法

D-D

!

一般资料
!

通过常规方法鉴定分离出
O"

#

Y%O"

则按

照美国临床实验室标准化委员会$

$UU1O

%的抗菌药物敏感试

验执行标准#采用苯唑西林药敏纸片法进行筛选'在
+*(+

年

(

月至
+*(;

年
,

月间#选取资料记录详细的
.+

例感染
O"

的

重症监护患者#分离培养出
O"

的标本分别来自痰液*中段尿*

脓液*血液*分泌物等'

D-E

!

仪器与试剂
!

梯度
bU%

循环扩增仪*凝胶成像仪*电泳

槽*电泳仪*高速低温离心机*恒温水浴箱均由美国
V7<%?D

公

司提供'扩增毒素基因
B8B

引物序列!

B8B:!

!

[U''[U["U

""U'[U'"U"[

&

B8B:%

!

'[["'UU['U"''U"''[

''"'

'上述寡聚核苷酸序列由上海生物工程有限公司合

成#

Z$"

标志物购自申能博采生物技术有限公司#

'?

>

Z$"

聚合酶*

D$'b

*

bU%

反应配套试剂*

';Z$"

连接酶及连接缓

冲液*限制性内切酶
SC?&

和
TH?F

酶切反应缓冲液均购自上海

生物工程有限公司'

D-F

!

方法

D-F-D

!

O"

染色体
Z$"

的制备提取
!

各株
O"

的染色体

Z$"

通过
Z$"

抽提试剂盒提取'

D-F-E

!

&%O:bU%

模板
Z$"

的制备及适配子构建
!

用双蒸水

+

).+(

+

国际检验医学杂志
+*(.

年
.

月第
),

卷第
2

期
!

&9BX1?HYAD

!

Y?

I

+*(.

!

#<F-),

!

$<-2



+**

#

1

稀释寡聚核苷酸
"S(

和
"S+

#并取
,+-,

#

1"S(

和

+*

#

1"S+

$确保相等的
"S(

和
"S+

摩尔量%分别于
bU%

缓

冲液混合#混合溶液达到
+**

#

1

#

bU%

缓冲液的终浓度为
(

倍'将混合溶液置于
2*^

的恒温器孔中加热
+079

#再将恒温

器降到
+.^

#待混合溶液$浓度为
3-3.0<F

"

1

%逐渐冷却后取

出置于
a+*^

冰箱保存备用'

"T

适配子$浓度为
3-5,.0<F

"

1

%的构建与上述方法相同#取
(*

#

1

已抽提好的
O"Z$"

用
.

/

的
SC?

%

和
TH?

%

在
)3^

水浴箱中消化
(C

#将
';Z$"

连接酶
.*/

#

(*

倍连接酶缓冲液
+

#

1

#

"T

*

"S(

*

"S+

适配子

及酶消化后的产物混合后共
+*

#

1

在
(,^

中孵育
(C

#待适配

子连接到被消化的基因组
Z$"

上#再用
./

的
SC?

%

和
TC?

%

在
)3^

恒温水浴箱中消化
(.079

'

D-F-F

!

毒素基因的扩增
!

通过特异引物#采用多重
bU%

检测

O"

编码
'OO':(

*

OQU

的基因
B8B

和
OQU

#先在
2;^

预变性
.

079

#然后开始循环!

2;^

变性
+079

#

.3^

退火
+079

#

3+^

延

伸
+079

#共进行
)*

个循环#然后在
3+^

终延伸
3079

'

bU%

产物在
(-.4

的琼脂糖凝胶上电泳
;*079

#用
QV

染色并用凝

胶成像仪观察
bU%

产物的条带并进行分析#

B8B

和
OQU

片段的

大小分别为
)+,H

>

和
;.(H

>

'

D-F-G

!

&%O:bU%

基因分型
!

扩增条件为
2; ^

下预变性
.

079

#然后开始循环!

2;^

变性
)*8

#

,*^

退火
)*8

#

3+^

延伸

(-.079

#共进行
)*

个循环#最后
3+^

终延伸
.079

'延伸产

物在
54

的聚丙烯酰胺凝胶进行电泳#电压为
)-.#

"

=0

#

(+C

后观察条带分布#并参照
b![Q

基因图谱分型方法进行分析'

D-G

!

统计学处理
!

ObOO((-*

软件进行数据分析#采用
(

+ 检

验#

"

%

*-*.

表示差异有统计学意义'

E

!

结
!!

果

E-D

!

临床标本细菌学鉴定
!

+*(+

$

+*(;

年从
.+

例患者的临

床标本中分离出
YOO"(2

株和
Y%O"))

株'

)

年期间#

YOO"

感染患者分别为
5

*

3

*

;

例#

Y%O"

感染患者分别为
(;

*

(+

*

3

例#见表
(

'

E-E

!

毒素基因与
O"

引起的发热性感染
!

临床诊断判定由

O"

引起的感染$伴或不伴发热%包括肺部感染*尿路感染*伤口

感染*菌血症等'如表
(

所示#带有
B8B

和
OQU

基因的
Y%O"

感染病例显著多于
YOO"

感染病例$

"

%

*-*.

%'在
)3

例伴发

热的患者中#

+2

例患者的
O"

扩增出
B8B

和
OQU

基因$

35-

;4

%#不伴发热的患者
(.

例#仅有
.

例患者的
O"

扩增出
B8B

和
OQU

基因$

))-)4

%#发热患者携带的这两种基因显著多于

不发热者$表
(

%$

"_*-*(;

%'

表
(

!!

O"

的分布及其毒素基因分布#

&

%

年份
分离出

O"

患者数

YOO" Y%O"

O"

感染患者伴发热数

YOO" Y%O"

B8B

YOO" Y%O"

OQU

YOO" Y%O"

+*(+ 5 (; . () ) (* ) (*

+*() 3 (+ ) 2 ) 5 ) 5

+*(; ; 3 + . ( ; ( ;

E-F

!

&%O:bU%

基因分型
!

采用
&%O:bU%

基因分型法#对来源

于相同患者不同部位分离出的
Y%O"

进行同源性鉴定#发现

来自同一患者不同部位
Y%O"

的基因分型相同'对来源于
))

例患者的
Y%O"

进行
&%O:bU%

分型#经鉴定发现有
;

种基因

型#其中
+*(+

年分离的
Y%O"

有
+

种基因型$

"

#

V

%#

+*()

年

为
)

种基因型$

"

#

U

#

Z

%#

+*(;

年为
+

种基因型$

V

#

U

%'

F

!

讨
!!

论

!!

O"

是临床上毒性较强的致病细菌#是医院感染或术后感

染的重要病原菌之一#其感染几乎遍及世界#因治疗困难#病死

率高#其耐药特性及流行病学特征已成为医务工作者关注的热

点'

O"

对
)

:

内酰胺类药物的耐药机制#主要包括产生
)

:

内酰

胺酶以及青霉素结合蛋白$

bVb8

%的改变#研究表明
Y%O"

的

耐药机制主要是其染色体上
0A="

基因编码表达的一种独特

型青霉素结合蛋白$

bVb:+?

%可以结合抗菌药物(

)

)

#而且由于

bVb:+?

的表型各不相同#所以
Y%O"

菌株的耐药表型也各不

相同'

Y%O"

的感染途径主要为接触传播#并可通过耐药基

因的转移获得新的耐药性#有利于其进一步扩散'患者一旦感

染
Y%O"

#治疗非常棘手#因为抗菌药物的选择比较局限#目

前确定对
Y%O"

有效的抗菌药物仅为糖肽类抗菌药物$包括

万古霉素和替可拉宁%#甚至有些地方已发现对万古霉素耐药

的
Y%O"

#因此对
Y%O"

致病机制的研究具有非常重要的临

床意义(

;

)

'

O"

的致热原性毒素超抗原
'OO':(

和
OA8

具有以下特

点!超抗原性*致热原性*增强宿主对内毒素的敏感性*导致内

皮细胞死亡以及高水平的结构同源性'因此
'OO':(

和
8A8

被

认为是
O"

的主要毒力因素#但是这些毒素的致病性在临床治

疗中并没有受到足够的重视'

在本文中#笔者对单纯的
O"

感染$伴或不伴发热%病例进

行了研究#发现在
O"

感染并伴发热的病例中#表达
B8B

和
OQU

基因的
O"

显著多于不伴发热的感染病例'该发现提示
B8B

和

OQU

基因的存在可能是
Y%O"

更容易导致败血症和引起发热

的主要原因'

Y?KG@A\

等(

.

)的研究报道亦发现产毒素的
Y%:

O"

更容易导致菌血症及败血症'因此#

O"

携带的
B8B

和
OQU

基因大量表达
'OO':(

和
OQU

#应该与
O"

感染患者的发热有

直接关系'
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