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菌株的
#!L"
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目串联重复序列"
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$扩增和产物电泳分析!归类各菌株的基因型别&结果
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点测序结果显示
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JGCK ĤICM0G&*%*IC80H0KM0G&*%'R0G0HCEE0HI0D)B.0

F

CE

O

K0G3@0H.3?1G03HI?C1

$

$67

&

3K

F

E?J?H3I?C1

31D0E0HIGC

F

.CG0@?@JCG313E

O

@?@CJ$67

F

GCDNHI@R0G0H3GG?0DCNIJCGI.0@0-01@?I0@CJ-3G?3ME01NKM0GI31D0KG0

F

03I@

$

L9B7

&#

HE3@@?J?H3I?C1CJ@IG3?1M3@0DC1

P

01CI

OF

0@R3@H3GG?0DCNI

#

3@R0EE)>-%1)&%

!

B.0@0

Q

N01H?1

P

G0@NEI@CJL9B7*=A*%@?I0@.CR0D=M

F

G0

F

0I?I?-0@0

Q

N01H00E0K01I@R.C@0G0

P

NE3G?I

O

R3@1CI@IGC1

P

#

31DI.0G0

F

0I?I?-00E0K01I@R3@KNI3ME0)B.0%%%?@CE3I0@R0G0D?-?DA

0D?1IC&,4?1D@CJ

P

01CI

OF

0@

$

"_a

&#

3KC1

P

R.?H.

P

01CI

OF

0/

#

"31D2R0G0I.0K3?1I

OF

0@

#

3HHCN1I0DJCG(5)5V

#

%'),V31D

Z)%VG0@

F

0HI?-0E

O

)?2.7)1%*2.

!

#!L"HCNEDM0

P

010G3EE

O

3

FF

E?0D?1I.0@0-01@?I0@CJL9B7?1I.?@@IND

O

)SCK0D0

F

3GIK01I@

K?

P

.I0T?IHC1H01IG3I0D0

F

?D0K?HCJ.CKCEC

P

CN@#7S"@IG3?1@

#

R.?H.?@RCGI.

O

CJM0?1

PF

3?DKCG03II01I?C1)

@-

8

A26/%

!

K0I.?H?EE?1AG0@?@I31ISI3

F

.

O

ECHCHHN@3NG0N@

%

!P

01CI

OF

0

%

!

KNEI?

F

E0AECHN@-3G?3ME0A1NKM0GI31D0KG0

F

03I3@@3

O

!!

%=+%

年#英国学者
W0-C1@

首次发现耐甲氧西林金黄色葡

萄球菌$

#7S"

&

(

%

)

*

&*%%

年美国感染病学会$
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感

染治疗指南111.

U8S"A&*%%A#7S"

指南/中报道#美国医院

细菌感染中
#7S"

感染率为
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#远超其他细菌感染率(
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#

其所致感染呈散发'流行#甚至暴发(
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*我国金黄色葡萄球菌

临床分离株中
#7S"

所占百分比增至
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#根据
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年中国
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细菌耐药性监测数据(
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#7S"

仅对唑烷

酮类'利奈唑胺'万古霉素等糖肽类抗菌药物敏感*

#7S"

引

起医院感染的暴发已成为重点关注的公共卫生问题之一*本

研究构建适合临床实验室常规应用的
#7S"

菌株同源性多位

点可变数目串联重复序列分析$

#!L"

&分型方法#建立本地临

床分离
#7S"

菌株的
#!L"

基因分型基础数据库#分析
#7A

S"

的医院流行情况#为制订有效控制措施提供客观依据*
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$

S$"
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#7S"

菌株
89"

提取
!

采用离心柱法提取高浓度的模

板
89"

*
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可变数目串联重复序列$
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&位点多态性检测方法的
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基因组序列中寻找的
L9B7

序列位点#采用

2!"SB9

进行引物序列比对和特异性验证后#从中选取
5

个

分辨力和分型能力较好的位点#由上海生工公司合成其侧翼特

异性引物#见表
%

$见.国际检验医学杂志/网站主页,论文附

件-&*
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反应体系和条件
!

上'下游引物各
%),

#

!

#

B3

Q

缓冲液

,

#
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#三磷酸脱氧核糖核苷酸$

D9B$

&

(

#

!

#氯化镁$

#

P

6E

&

&

(

#

!

#

89"

模板
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#

!

#

B3

Q

89"

聚合酶
%)(

#

!

#双蒸水补至
,*

#

!

*反应条件!

=,[

预变性
'K?1

%

=,[

变性
'*@

#退火
'*@

$各自引物的
BK

值
_,[

&#

5&[

延伸
(,@

#

'*

个循环%

5&[

后延伸
%*K?1

*

B)F)D

!

结果检测与分析
!

配制
&V

的琼脂糖凝胶#用
,*M

F

89"

标记物确定其相对分子质量*用
,*M

F

89"

标记物作

为相对分子质量对照#按照产物片段大小确定其多态性情况#

即人工估算出各细菌株各
L9B7

序列位点的基序重复次数*
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所构建的
$67

方法对菌株
L9B7

多态性检测的验证

B)G)B

!

重复性验证
!

从研究菌株中抽取
&(

株#每株
#7S"

用
5

对引物进行不同位点
L9B7

多态性扩增检测
'

次#分析
'

次产物的一致性*

B)G)C

!

正确性测序验证
!

选取
%(

株研究菌株$编号为
%

"

%(

号&#分别对所构建的
5

个
L9B7

位点多态性
$67

检测方法

进行测序验证*

B)H

!

临床分离
#7S"

菌株的
#!L"

分型数据库建立
!

对
5

个
L9B7

位点及其核心基序重复次数进行编号#然后分别对

%%%

株临床分离
#7S"

菌株中每一株细菌进行
5

个
L9B7

位

点多态性组合编码#并根据其编码进行
#!L"

型别归类#得出

#!L"

分型数据库数据*

B)N

!

临床分离主要
#!L"

型别菌株的流行趋势分析
!

根据

#!L"

分型结果及菌株分离的时间#分析主要
#!L"

型别菌

株的流行时间分布及病房分布情况*

C

!

结
!!

果

C)B

!

$67

方法对菌株
L9B7

多态性检测的重复性验证
!

从

研究的
#7S"

菌株中抽取
&(

株#每株
#7S"

在不同
L9B7

位点重复检测
'

次#每次
89"

扩增片段大小完全相符*

C)C

!

$67

方法对菌株
L9B7

多态性检测的正确性测序验

证
!

选取
%(

株研究菌株$编号为
%

"

%(

号&#分别对所构建的

5

个
L9B7

位点多态性
$67

检测方法进行测序验证#

L9A

B7*=A*%

位点的
=M

F

重复子规律性不强#碱基突变率较高*

L9B7

位点序号
&

上游引物扩增产物测序结果见图
%

'

&

$见

.国际检验医学杂志/网站主页,论文附件-&#其中重复子基序

为
+*M

F

#

'

'

(

号研究菌株分别重复
*

次$见图
%

&和
5

次$见图

&

&*其余各
L9B7

位点引物扩增产物测序序列图略*

C)D

!

%%%

株临床分离
#7S"

菌株
+

个
L9B7

位点的多态性

检测
!

部分菌株$

&(

株&中
+

个
L9B7

基因位点的多态性检测

结果#见图
'

$见.国际检验医学杂志/网站主页,论文附件-&*

各位点的
L9B7

多态性变化#见表
&

*

C)E

!

%%%

株临床分离
#7S"

的
#!L"

基因分型
!

依据
+

个

L9B7

序列位点多态性在
%%%

株临床分离
#7S"

菌株中的变

化信息#对各株细菌进行基因
L9B7

多态性编码#具有相同编

码的菌株归类为同一分型类别中#得到
%%%

株临床分离
#7S"

菌株的
#!L"

基因型别归类数据库*

%%%

株分离株可分为
&,

个基因型别$

"

"

a

&#其中
/

'

"

'

2

为主要型别#分别占
(5)5V

$

,'

"

%%%

&'

%'),V

$

%,

"

%%%

&'

Z)%V

$

=

"

%%%

&*

C)F

!

主要
#!L"

型别菌株的流行趋势分析
!

根据
#!L"

分

型结果及菌株分离的时间进行分析#主要
#!L"

型别菌株的

流行时间分布情况见图
(

$见.国际检验医学杂志/网站主页

,论文附件-&%病房分布情况见图
,

$见.国际检验医学杂志/网

站主页,论文附件-&#呼吸内科'神经外科'重症监护室$

U6<

&

和乳腺科存在
#7S"

集中流行趋势*

表
&

!!

+

个
L9B7

序列位点在
%%%

株
#7S"

!!!

中的多态性变化

L9B7

名称
89"

序列位置或

编码蛋白质名称

重复序列

大小$

M

F

&

重复次数

$次&

产物大小

$

M

F

&

L9B7+%A*%

非编码区
+* *

"

Z &%*

"

+=,

L9B7+%A*&

非编码区
+% *

"

& &''

"

'++

L9B7+5A*%

非编码区
+5 *

"

+ %Z%

"

+*,

L9B7&(A*%

蛋白
"

$

@

F

3

&

&( (

"

%* &+,

"

(%*

L9B7+'A*%

非编码区
+' *

"

, &'&

"

,,(

L9B7Z%A*%

葡萄球菌凝固酶$

HC3

&

Z% %

"

, &&&

"

,+Z

D

!

讨
!!

论

!!

目前#脉冲场凝胶电泳技术$

$;/Y

&作为细菌分子分型的

,金标准-而被首推(

Z

)

#但其操作繁琐'费时*

&**=

年#

SH.CNE@

等(

5

)对
,&=

株金黄色葡萄球菌分别采用
#!L"

'

S

F

3

和
$;/Y

'

种分型方法进行比较#结果显示
#!L"

与
$;/Y

有相似多

样性指数*

&*%*

年陶晓霞等(

=

)参考
S3M3I

选取的
,

个
L9B7

位点对
(=

株
#7S"

进行了
#!L"

分型#结果显示该方法与

$;/Y

具有较好的符合率*此外#在
$CNGH0E

等(

%*

)收集的
'**

株
#7S"

研究中#显示
#!L"

与多位点序列分型$

#!SB

&和

S

F

3

分型方法相比有较强的分辨力#且另有研究证明
L9B7

的重复性和稳定性更好(

%%

)

*在本研究选取的
5

个
L9B7

位

点中#

+

个位点的分辨力和分型能力较好#操作较
$;/Y

更为

简单易行'快速#在临床实验室具有较好的可操作性#值得推广

应用*

本研究在对
&*%*

年
%*

月至
&*%'

年
%&

月收集到的
%%%

株分离自住院患者临床标本的
#7S"

进行
#!L"

型别归类

后#发现呼吸科'神经外科'

U6<

和乳腺科在以上时间段内存在

#7S"

集中流行趋势*医务人员的手是引起医院
#7S"

感染

的重要传播途径之一#由医务人员的手传播细菌而造成的医院

感染占
'*V

左右(

=

)

*因此#应进一步提高医务人员手卫生依

从性#努力阻断
#7S"

的传播途径*

综上所述#

#!L"

可推广应用于本研究中
5

个
L9B7

位

点多态性检测#该院部分科室存在
#7S"

同源菌集中流行情

况#值得高度关注*

参考文献

(

%

)

bE0-01@7#

#

YDR3GD@W7

#

B01C-0G;6

#

0I3E)6.31

P

0@?1I.00

F

?A

D0K?CEC

PO

CJK0I.?H?EE?1AG0@?@I31ISI3

F

.

O

ECHCHHN@3NG0N@?1?1I01A

@?-0H3G0N1?I@?1<S.C@

F

?I3E

#

%==&_&**'

(

W

)

)6E?1U1J0HI8?@

#

&**+

#

(&

$

'

&!

'Z=A'=%)

(

&

)

!?N6

#

23

O

0G"

#

6C@

P

GC-0SY

#

0I3E)6E?1?H3E

F

G3HI?H0

P

N?D0E?10@M

O

I.0?1J0HI?CN@D?@03@0@@CH?0I

O

CJ"K0G?H3JCGI.0IG03IK01ICJK0A

I.?H?EE?1AG0@?@I31ISI3

F

.

O

ECHCHHN@3NG0N@?1J0HI?C1@?13DNEI@31D

H.?EDG01

(

W

)

)6E?1U1J0HI8?@

#

&*%%

#

,&

$

'

&!

%ZA,,)

(

'

)

\N@@3?1;#

#

2C

O

E0AL3-G3S

#

20I.0E68

#

0I3E)6NGG01IIG01D@?1

HCKKN1?I

O

A3H

Q

N?G0DK0I.?H?EE?1AG0@?@I31ISI3

F

.

O

ECHCHHN@3NG0N@3I

3I0GI?3G

O

H3G0

F

0D?3IG?HJ3H?E?I

O

(

W

)

)$0D?3IGU1J0HI8?@W

#

&***

#

%=

$

%&

&!

%%+'A%%++)

$下转第
,=*

页&

+

5Z,

+

国际检验医学杂志
&*%+

年
'

月第
'5

卷第
,

期
!

U1IW!3M#0D

!

#3GH.&*%+

!

LCE)'5

!

9C),



药物治疗效果等(

5

)

*

目前#临床实验室应用于检测抗
D@89"

抗体的方法多

样#主要包括
UU;

'

Y!US"

'

U2B

和
;3GG

法#且各有利弊*其中

;3GG

法出现最早#具有只结合高亲和力抗体的独特优势#其特

异性好#曾被列为检测抗
D@89"

抗体的金标准*但是#该方

法具有放射性'检测周期长#易受到血清中高亲和力免疫球蛋

白
#

$

U

P

#

&的干扰且不能自动化#现在已经很少采用(

ZA%*

)

*本

研究选择了
UU;

'

Y!US"

和
U2B

法对
&,*

份血清标本进行了抗

D@89"

抗体检测#并对其检测效能进行了分析*其中#

UU;

法

特异度$

==),V

&最高#灵敏度$

(Z)*V

&最低%

Y!US"

法灵敏度

高#可达
5()*V

%

U2B

法的特异度和灵敏度均不高*

同时#笔者对
UU;

与
Y!US"

法'

UU;

与
U2B

法'

Y!US"

与

U2B

法检测
S!Y

患者抗
D@89"

抗体的检出率进行了比较分

析#结果显示差异均有统计学意义$

!

& 值分别为
%%)(',

'

%')==(

'

(),'=

#

2

$

*)*,

&*对
'

种方法进行一致性分析#结果

显示
UU;

与
Y!US"

法'

UU;

法与
U2B

法呈现中度一致#而

Y!US"

与
U2B

法一致性较差*这可能与抗
D@89"

抗体存在

高亲和力和低亲和力两种特异性抗体有关*低亲和力抗
D@8A

9"

抗体除存在于
S!Y

患者体内外#也存在于其他
"U8

患者

体内#对
S!Y

的诊断价值低%而高亲和力抗
D@89"

抗体对

S!Y

有较好的特异性*各种检测方法对上述两种抗
D@89"

抗体的检测适应性不同*

Y!US"

法适宜检测低亲和力抗
D@8A

9"

抗体#

UU;

法适宜检测高亲和力抗
D@89"

抗体(

%%A%&

)

*本研

究还显示#

'

种方法串联检测抗
D@89"

抗体的特异度提高#但

灵敏度下降%而
'

种方法并联检测的灵敏度提高#特异度下降*

综上所述#

'

种方法单独检测抗
D@89"

抗体均存在不足

之处#且
'

种方法的相关性与一致性不是很理想#而
'

种方法

联合检测对
S!Y

诊断具有重要的临床意义#可以提高检测特

异度与灵敏度#从而很大程度上避免误诊与漏诊的发生*
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