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"位点突变%以及与临床资料的相关性'方法
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收

集该院
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份肺炎患儿的呼吸道标本%采用实时荧光定量
4!A

法检测
74

及
'%$HA"#

位点突变!

#'&+%6

或*和
#'&+26

"情况%

并将
74

阳性患儿分成位点突变组和未突变组%比较两组之间的临床资料'结果
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份呼吸道标本中%
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阳性标本中存在
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基因位点突变!阳性检出率
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%(

份未检测到
'%$HA"#

基因位点突

变'分析突变组和非突变组的临床资料发现两组在年龄和性别方面比较差异无统计学意义!
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"%但突变组的重症肺炎和

肺外并发症发生率高于未突变组!

!
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"%且平均住院时间和平均发热时间均较未突变组长!

!

$
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"'结论
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基因位点突变的较高检出率提示
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对大环内酯类耐药率较高%这为临床
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的感染&治疗提供一定的参考依据'
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肺炎支原体&

74

'是社区获得性肺炎的常见病原菌之一!

多见于儿童与青少年"由于无细胞壁且对作用于细胞壁的抗

菌药物无效!使得大环内酯类&红霉素%阿奇霉素等'成为治疗

74

感染的首选药物"然而随着抗菌药物的广泛应用!国内外

已不断出现了耐大环内酯类
74

菌株.

(1'

/

"目前
74

对大环内

酯类抗菌药物耐药机制的研究热点主要是抗菌药物作用靶位

改变!尤其是
'%$HA"#

基因位点的改变&

'&+%

%

'&+2

位点多

见'

.

%

/

"因此!本研究采用荧光
4!A

技术检测儿童
74

菌株的

大环内酯类耐药基因
'%$HA"#

的
'&+%

或,和
'&+2

位点突变

改变!并分析该耐药基因位点突变与患儿临床资料的相关性!

为临床
74

感染治疗提供一定的理论依据"
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!

资料与方法

$)$

!

一般资料
!

收集本院
'&(+

年
2

月
(

日至
'&(+

年
+

月
%&

日疑似
74

感染
%<2

例患儿的
%<2

份呼吸道样本&

'%%

份咽拭

子和
('(

份肺泡灌洗液'!其中男
(*2

例!女
(+&

例!年龄为
&

#

(2

岁!肺炎诊断均符合#诸福棠实用儿科学$第
;

版诊断标

准.

2

/

"

$)%

!

仪器与试剂
!

通用型
9"#

提取试剂盒%肺炎支原体核

酸及耐药突变位点检测试剂盒&江苏默乐生物科技有限公司'!

#@=0<&&

荧光定量
4!A

仪&美国
#@=

公司'!严格按照仪器和

试剂说明书进行操作"

$)&

!

方法

$)&)$

!

9"#

模板的制备
!

采用热裂解法对呼吸道样本进行

操作"&

(

'咽拭子+加入
'Q5

左右的无菌生理盐水!反复挤压

振荡混匀后!

(%&&&H

,

Q-/

离心
(&Q-/

!弃上清液!向沉淀中加

入
<&

,

59"#

裂解液和
<

,

5

的内标基因!振荡混匀!

(&&Z

恒

温处理
(&Q-/

!

(%&&&H

,

Q-/

离心
'Q-/

!上清液用于
9"#

扩

增*&

'

'肺泡灌洗液+

(%&&&H

,

Q-/

离心
(&Q-/

!弃上清液!向沉

淀中加入
<&

,

59"#

裂解液和
<

,

5

的内标基因!振荡混匀!

(&&Z

恒温处理
(&Q-/

!

(%&&&H

,

Q-/

离心
'Q-/

!上清液用于
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扩增"

$)&)%

!

9"#

扩增
!

反应体系为
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,

5

!其中检测混合液
(*)<

,

5

!酶
&)<

,

5

!

9"#

模板
<

,

5

"同时设置
(

个质控品
a

%

(

个

反应阴性对照%

(

个弱阳性质控品和
(

个强阳性质控品"荧光

4!A

扩增参数+

<&Z'Q-/

*

*<Z'Q-/

*

*(Z(<Q-/

!

+2Z(

Q-/

!

2&

个循环"荧光信号收集定为
8#7

&

'&+%

或
'&+2

位点

#16

突变'%

K=!

&肺炎支原体'%

!><

&内标'"

$)&)&

!

结果判定
!

荧光定量
4!A

的结果以
!B

值显示!根据

阴阳性质控品所得数据进行分析并调节基线!同时内标的
!B

值应
'

%<

"

'&+%

或
'&+2

位点突变采用
8#7

荧光指示!肺炎

支原体采用
K=!

荧光指示!结果判定标准见表
(

"

表
(

!!

荧光
4!A

仪检测
74

核酸及耐药突变位点结果判读标准

待检样本的荧光
4!A

结果 鉴定结果

'&+%

或
'&+2

位点突变 肺炎支原体

!B

&

%<)%% !B

$

%<)&(

肺炎支原体阳性!未发生
#'&+%6

或
#'&+26

耐药突变

!B

$

%<)%% !B

$

%<)&(

肺炎支原体阳性!发生
#'&+%6

或,和
#'&+26

耐药突变

!B

&

%<)%% !B

&

%<)&(

阴性

无
$

曲线 无
$

曲线 阴性

$)'

!

临床资料统计
!

收集
74

阳性的患者临床资料!包括性

别%年龄%平均住院时间%疾病诊断%实验室检查和转归等"

$)(

!

统计学处理
!

使用
$4$$(*)&

软件进行统计学分析*计

数资料以百分数表示!组间比较采用
!

' 检验*计量资料以
B\

C

表示!经方差齐性检验后!采用
8

检验比较两组间差异*

!

$

&)&<

为差异具有统计学意义"

%

!

结
!!

果

%)$

!

74

的检测
!

%<2

份呼吸道样本中!

(++

份
4!A

检测为

阳性!总体阳性率为
2+)*]

!其中男孩阳性率
22)%]

&

;+

,

(*2

'!女孩阳性率
<&)&]

&

;&

,

(+&

'"不同年龄层均可检测

74

!其中!

$

(

岁婴儿期患儿占阳性例数的
0);]

&

(%

例'!

(

#

'

岁幼儿期患儿占
(2)<]

&

'2

例'!

%

#

<

岁学龄前期占
%2)*]

&

<;

例'!

+

#

(2

岁儿童占
2');]

&

0(

例'!表明大于等于
%

岁患

儿阳性率明显高于其他年龄组&

!

$

&)&<

'"比较不同样本类

型
74

阳性率发现+肺泡灌洗液标本
74

阳性明显高于咽拭子

标本&

0+)*]X.

-

%()%]

'!差异具有统计学意义&

!

$

&)&<

'!

见表
'

"

%)%

!

74

耐药位点检测结果
!

(++

份
74

阳性标本中!检出

(%<

份样本中存在
'%$HA"#

点突变&

#'&+%6

或,和
#'&+26

'

&阳性率为
;()%]

'!

%(

份未检测到
'%$HA"#

基因位点突变"

比较不同样本类型
74

耐药位点突变阳性率发现两者并无明

显差异&

!

%

&)&<

'&见表
'

'"

74

阴性样本中未检测到
'%$

HA"#

点突变&

#'&+%6

或,和
#'&+26

'"

%)&

!

临床资料的比较
!

收集
(++

例
74

阳性的患儿临床资

料!根据是否发生耐药位点突变分成
'%$HA"#

基因突变组和

未突变组!分析一般资料发现两组在年龄和性别方面均无统计

学差异&

!

%

&)&<

'"突变组
2'

例患儿中诊断为重症肺炎
<<

例!肺外并发症
2'

例!其中消化系统记忆并正指征&肝功能损

伤
#5?

%

#$?

增高和腹泻'

(0

例!心血管系统&心脏损伤心肌

酶谱和心电图改变'

((

例!皮疹
(&

例!血液系统
'

例!泌尿系

统
(

例!肝脏损伤伴皮疹
(

例"未突变组
%(

例患儿中诊断为

重症肺炎有
+

例!肺外并发症
2

例!均为消化系统&肝功能损伤

#5?

%

#$?

增高'"突变组重症
74

肺炎和肺外并发症发生率

高于未突变组&

!

$

&)&<

'"此外!突变组的平均住院时间和平

均发热时间均较未突变组长!差异具有统计学意义&

!

$

&)&<

'"见表
%

"

表
'

!!

%<2

份呼吸道样本荧光
4!A

检测结果分析

样本类型
&

74

阳性

&

&

'

74

阳性

率&

]

'

'%$HA"#

点突变&

&

'

'%$HA"#

点突变率&

]

'

咽拭子
'%% 0% %()%

"

<< 0<)%

#

肺泡灌洗液
('( *% 0+)* ;& ;+)&

总数
%<2 (++ 2+)* (%< ;()%

!!

注+与肺泡灌洗液比较!

"

!

'

+̂+)'*(

!

!

$

&)&<

*

#

!

'

^%)&0(

!

!

%

&)&<

"

表
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突变组和未突变组
74

感染患儿的临床资料比较

项目 突变组&

& (̂%<

' 未突变组&

& %̂(

'

8

,

!

'

!

年龄&岁'

2)0'\');+ <)(<\')(< &)0*+ &)2'0

性别&

&

' 男
0' (2 &)+02 &)2('

女
+% (0

重症
74

肺炎 例数&

&

'

<< + 2)*+( &)&'+

百分比&

]

'

2&)0 (*)<

肺外并发症 例数&

&

'

2' 2 2)(0' &)&2(

百分比&

]

'

%()( (')*

平均住院时间&

G

'

;)*2\%)2< 0)%*\')%; ')%0; &)&(*

平均发热时间&

G

'
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!

讨
!!

论

74

感染在全球范围内均有发生!感染率为
*)+]

#

++)0]

.

<1+

/

"由于
74

难培养%培养阳性率低等原因!使得荧光

4!A

技术成为了早期检测
74

的主要技术!并在临床上广泛

开展"本研究结果显示+本院荧光
4!A

技术检测
74

总阳性

率为
2+)*]

!与国内文献报道阳性检出率基本一致.

0

/

"另外!

分析不同标本类型的
74

阳性率!显示肺泡灌洗液标本
74

阳

性明显高于咽拭子标本!考虑可能与肺泡灌洗液直接取自病灶

处支气管有关.

;

/

!而咽拭子标本采样更容易受技术人员操作熟

练程度等方面影响"因此!可推荐肺泡灌洗液作为荧光
4!A

检测的标本!对
74

感染的诊断更具有一定意义"

一般上!大环内酯类抗菌药物作为儿童
74

感染首选药

物!作用机制是其通过抑制细菌蛋白质的合成而发挥抑菌作

用"近年来!耐大环内酯类
74

菌株逐渐增加!对耐药机制的

探讨成为当前的研究热点!其耐药机制主要包括+&

(

'药物作用

靶位改变&主要为
'%$HA"#

基因突变'*&

'

'药物主动外排机

制*&

%

'药物灭活!其中药物靶位改变是最主要的耐药机制.

*

/

"

核糖体
<&$

亚单位
'%$HA"#

结构域
K

区是大环内酯类

抗菌药物的结合位点!若该区域核苷酸突变可引起抗菌药物与

核糖体亲和力下降!从而使
74

产生耐药性!目前已发现突变

位点主要有
'&+%

%

'&+2

%

'&+0

%

'+(0

等"而国内文献报道主要

以
'&+%

和
'&+2

突变位点多见!

c-/

等.

(&

/报道了北京地区
<&

株菌株中!

2&

株为
#'&+%6

位点突变!

<

株为
#'&+26

位点!

(

株为
#'&+%!

!突变率达到
*')&]

*张泓等.

((

/报道了上海地区

(('

株
74

菌株中!

*;

株耐药株均存在
'%$HA"#

的
#'&+%6

或
#'&+26

位点突变!突变率达
;0)<]

"本研究只针对上述

两个位点进行分析!发现
#'&+%6

或,和
#'&+26

位点的突变

率达到
;&]

以上!与上述文献报道基本一致"同时耐药位点

突变检测阳性可提示该
74

菌株对大环内酯类抗菌药物耐药!

提示临床医生在选择和使用大环内酯类抗菌药物时应

多加考虑"

随着耐药菌株的不断出现!临床上
74

感染治疗面临着严

峻的挑战"

74

感染除了引起严重的肺部症状为!还累及多个

脏器!引起其严重的肺外症状"

KFHXMLFB

等.

('

/研究发现!

74

感染时肺外损害发生率高达
'&]

#

<&]

!其中以血液系统受

累最常见!其次是胃肠道%皮肤%骨关节肌肉%中枢神经系统等"

国内张立等.

(%

/报道了
74

感染时肺外并发症主要以消化系统

受累为主"本研究对
(++

例
74

阳性患儿的临床资料进行分

析!结果显示肺外症状发生率为
'0)0]

!主要以消化系统为多

见!同时突变组的临床症状较未突变组严重!且更易出现肺外

症状!发展为重症
74

肺炎"此外!由于
74

菌株突变组较非

突变组在治疗上更具有难治性!且临床治疗与抗菌药物的使用

剂量%疗程长短和患者的临床治疗反应等密切相关!导致突变

组的患儿较非突变组病程延长!住院时间更长"

综上所述!

74

感染率可引起严重肺部及肺外疾病!而且

74

标本中
'%$HA"#

基因位点突变有较高的检出率!提示

74

对大环内酯类抗菌药物耐药率较高!需要引起重视"因

此!采用实时荧光定量
4!A

技术检测
74'%$HA"#

基因位点

改变!对
74

抗菌药物的选择和使用具有一定的指导意义"
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