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"

要#目的
"

探究人葡萄球菌生物被膜能力和耐药性!为预防与治疗提供理论依据&方法
"

收集临床分

离血液来源人葡萄球菌!琼脂稀释法检测
!,

种抗菌药物的最小抑菌浓度"

2DE

%!通过耐苯唑西林表型和
.5<A

基因型以准确区分耐甲氧西林人葡萄球菌"

2J'(/

%和甲氧西林敏感人葡萄球菌"

2''(/

%!比较二者在耐药

性上的差异$体外微孔板黏附实验"

3E?

%测定生物被膜!并分析其对耐药性的影响&结果
"

收集菌株共计
##

株!药物耐药率由高到低分别为青霉素
@"*H&[

(红霉素
+H*"H[

(苯唑西林
+&*,I[

(克林霉素
,H*"H[

(复方磺

胺甲唑
,#*I#[

(环丙沙星
IH*"H[

(左氧氟沙星
IH*"H[

(四环素
I!*+"[

(莫西沙星
&I*##[

(利福平

!,*&,[

和庆大霉素
!-*@![

及万古霉素(利奈唑胺(普丁'达福(呋喃妥因和替加环素
-*--[

!无耐药株检出&

I,

株"

+&*,[

%

.5<A

阳性为
2J'(/

!与
2''(/

相比
2J'(/

更易对青霉素(四环素(奎诺酮类及复方磺胺甲

唑耐药!差异有统计学意义"

F

$

-*-#

%&

&#

株"

,&*,[

%可产生物被膜!生物被膜阴阳性菌株组间在
!,

种抗

菌药物耐药性比较!差异无统计学意义"

F

%

-*-#

%&结论
"

临床分离血液来源人葡萄球菌易产生物被膜(甲氧

西林耐药率高(

2J'(/

常为多重耐药&

关键词#人葡萄球菌$

"

生物被膜$

"

抗菌药物敏感性
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临床上将葡萄球菌分为以金黄色葡萄球菌为代

表的凝固酶阳性和以表皮葡萄球菌与人葡萄球菌为

代表的凝固酶阴性$

E/F'

%两大类'后者不产凝固酶*

毒素'致病力弱通常被认为是条件致病菌(

!

)

&随着人

工关节*静脉导管*支架等医学侵入操作大量应用'据

研究显示'葡萄球菌引起的血流感染中超过
I

"

#

是由

E/F'

引起'约
!

"

#

是由人葡萄球菌造成'其引起的感

染慢性反复临床治疗十分困难(

"

)

&然而目前'对临床

分离人葡萄球菌的致病性缺乏相关的报道与研究&

本文拟从生物被膜和耐药性这两个最为重要的方面

进行探究'了解其致病性'现将结果报道如下&

E

"

材料与方法

E*E

"

菌株来源
"

收集临床血培养阳性标本'由

ZD3V̂ "EY2?AE3

微生物鉴定仪确认人葡萄球菌

共计
##

株'无重复菌株&

E*F

"

仪器与试剂
"

聚合酶链反应$

?EJ

%试剂与

!--:

P

%FA

标志物$北京康为世纪%'

?EJ

扩增仪与

凝胶成像系统$美国
;B/$J=L

%'电泳仪$美国
'=R=97

%'

ZD3V̂ " EY2?AE3

微 生 物 鉴 定 仪 $法 国

;B/2l8B5K>

%'

@,

孔无菌培养板$美国
</67=8

%'

.5<A

的引物$上海
B9RB78/

O

59

%&

E*G

"

方法

E*G*E

"

细菌
%FA

提取
"

室温平衡冷冻菌种
&-.B9

'

血平板接种'置
&H_#[ EY

"

孵箱
"IN

'收集细菌'

!----8

"

.B9

离心
#.B9

'沉淀加
I-

"

1%FA

提取

液'

!--_

加热
!-.B9

后'

!----8

"

.B9

离心
#.B9

'

上清液即为人葡萄球菌
%FA

&

E*G*F

"

药物敏感试验
"

琼脂稀释法检测
!,

种抗菌

药物的最小抑菌浓度$

2DE

%&抗菌药物具体为青霉

素*苯唑西林*红霉素*克林霉素*庆大霉素*呋喃妥

因*环丙沙星*左氧氟沙星*莫西沙星*普丁"达福*万

古霉素*复方磺胺甲唑*利福平*替加环素*四环素

与利奈唑胺&整个过程和结果判定均参照
E1'D

"-!"

(

&

)操作程序进行&

E*G*G

"

耐甲氧西林人葡萄球菌$

2J'(/

%的筛选与

确认
"

当人葡萄球菌对苯唑西林的
2DE

%

-*#.

O

"

1

判定为
2J'(/

'

2DE

$

-*"#.

O

"

1

则判定为甲氧西

林敏感人葡萄球菌$

2''(/

%&采用
?EJ

检测
.5<A

基因以验证其基因型&

.5<A

基因扩增引物序
C

!

#j$

3EEA\A 33AEAAE33EAEEA\ \$&j

'

J

!

#j$

EEAE33EA3A3E33\3AAE\$&j

'产物大小

为
#"H:

P

&反应体系!

"̀ 3=

S

2=67582B>#

"

1

*上下

游引物各
-*"#

"

1

*

%FA!*#

"

1

*

%(

"

Y&

"

1

&反应

条件!

@I_

预变性
#.B9

'

@I_

变性
&-6

'

#-_

退火

&-6

'

H" _

延伸
&-6

'

&-

个循环'最后
H" _

延伸

#.B9

&

E*G*H

"

半定量黏附实验$

3E?

%

(

I$#

)

"

首先取单克隆

人葡萄球菌接种于
#.1

溶菌肉汤'

""-8

"

.B9

震荡增

菌过夜&然后菌液用胰蛋白胨大豆肉汤$

-*"#[

葡萄

糖%

!a"--

稀释'每孔
"--

"

1

'每个样本加样
+

孔&

#[ EY

"

培养箱
&H_

培养
H"N

后'用蒸馏水洗板
I

次'干燥&

-*![

结晶紫染色
!-.B9

'同上一步洗板
I

次'干燥&最后
#[

乙酸每孔
"--

"

1

加样'

#H-9.

波

长测定吸光光度值&阳性判定标准'以大于阴性对照

的平均
Y%

值加
&

倍为阳性&

E*H

"

统计学处理
"

采用
'?''"!*-

软件统计分析'计

数资料组间比较采用
!

" 检验'

F

$

-*-#

表示差异有

统计学意义&

F

"

结
""

果

F*E

"

2J'(/

的筛查与确认
"

I,

株细菌苯唑西林

2DE

%

-*#.

O

"

1

'同时
.5<A

基因阳性'即
2J'(/

的检出率为
+&*,[

$

I,

"

##

%&

.5<A

检测结果见图
!

&

""

注!

!

&

!I

泳道为样本+

2

为
!--:

P

%FA

标志物

图
!

""

.5<A

基因检测电泳图

表
!

""

2J'(/

与
2''(/

在耐药谱上的差异

抗菌药物

2J'(/

$

%eI,

%

株数

$

%

%

耐药率

$

[

%

2''(/

$

%e@

%

株数

$

%

%

耐药率

$

[

%

!

"

F

环丙沙星
", #,*#" - -*-- H*#!& -*--,

庆大霉素
, !&*-I - -*-- -*&!H -*#H&

左旋氧氟沙星
", #,*#" - -*-- H*#!& -*--,

莫西沙星
!@ I!*&- - -*-- I*--- -*-I,

青霉素
I# @H*+& , ,,*,H ,*H-@ -*-!-

利福平
@ !@*#H - -*-- -*@!+ -*&&+

四环素
"& #-*-- - -*-- #*+!, -*-!,

复方磺胺甲唑
&I H&*@! " ""*"" ,*H#, -*--@

红霉素
I" @!*&- , ,,*,H !*!## -*"+"

克林霉素
&& H!*HI I II*II !*I#+ -*""H

""

注!中介划归耐药

F*F

"

药敏试验结果
"

药物耐药率由高到低分别为青

霉素
@"*H&[

*红霉素
+H*"H[

*苯唑西林
+&*,I[

*克

林霉素
,H*"H[

*复方磺胺甲唑
,#*I#[

*环丙沙星

#
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IH*"H[

*左氧氟沙星
IH*"H[

*四环素
I!*+"[

*莫西

沙星
&I*##[

*利福平
!,*&,[

和庆大霉素
!-*@![

及

万古霉素*利奈唑胺*普丁"达福*呋喃妥因和替加环

素
-*--[

'无耐药株检出&

F*G

"

2J'(/

与
2''(/

在耐药谱上的差异
"

二者

在对奎诺酮类*青霉素*四环素与复方磺胺甲唑的

耐药率比较'差异有统计学意义$

F

$

-*-#

%&见表
!

&

F*H

"

生物被膜形成能力
"

3E?

显示'

##

株细菌中
&#

株呈肉眼可见淡紫色'且在
#H-9.

波长测定吸光光

度时其
Y%

值达到阳性判断标准'即人葡萄球菌生物

被膜的检出率为
,&*,[

&

F*I

"

生物被膜对耐药性的影响
"

分析比较产与未产

生物被膜组间的耐药性'结果两者比较差异无统计学

意义$

F

%

-*-#

%&结果见表
"

&

表
"

""

产与未产生物被膜组菌株在耐药性上的差异

抗菌药物

生物被膜阴性

$

%e"-

%

株数

$

%

%

耐药率

$

[

%

生物被膜阳性

$

%e&#

%

株数

$

%

%

耐药率

$

[

%

!

"

F

环丙沙星
@ I#*-- !H I+*#H -*-H -*+-

庆大霉素
& !#*-- & +*#H -*-+ -*HH

左旋氧氟沙星
@ I#*-- !H I+*#H -*-H -*+-

莫西沙星
, &-*-- !& &H*!I -*"@ -*#@

苯唑西林
!, +-*-- &- +#*H! -*"" -*,I

青霉素
!@ @#*-- &" @!*I& -*-- -*@,

利福平
# "#*-- I !!*I& -*+, -*&#

四环素
H &#*-- !, I#*H! -*,- -*II

复方磺胺甲唑
!" ,-*-- "I ,+*#H -*I! -*#"

红霉素
!H +#*-- &! ++*#H -*-- -*@H

克林霉素
!" ,-*-- "# H!*I& -*H, -*&+

G

"

讨
""

论

""

人葡萄球菌是重要的血流感染病原菌'日益受到

学界关注'国内外学者证实临床约
!

"

#

的葡萄球菌相

关血流感染由其引起(

!$&

'

,

)

&作为典型的
E/F'

人葡

萄球菌致病力弱'无侵袭性毒素与酶'然而一旦其感

染则十分顽固'抗菌药物疗效差*治疗易反复&

本研究体外药敏试验便直观地展示了人葡萄球

菌抗菌药物疗效差的特点&

!,

种抗菌药物'根据其耐

药率分可为
#

个等级'第
!

级万古霉素*利奈唑胺*呋

喃妥因*普丁"达福和替加环素耐药率
-[

'临床治疗

2J'(/

时首选万古霉素'当万古霉素体外敏感但疗

效不佳时应考虑生物被膜的存在'改用渗透性更好的

利奈唑胺或进行联合用药(

H

)

+第
"

级是庆大霉素和利

福平耐药率约
!#[

'这与
1VD3V

等(

+

)研究相符'表明

二者可用于人葡萄球菌感染的有效控制+第
&

级包括

喹诺酮类与四环素'耐药率在
I-[

左右均展现出较高

的抗性'与
2VF%YhA

等(

@

)与
;YgE(A2D

等(

!-

)研

究相符而与
CAXAJ%Y

等(

!!

)报道相反'提示临床应

用应慎重+而第
I

级包括复方磺胺甲唑和克林霉素

耐药率约
,#[

与第
#

级苯唑西林*红霉素和青霉素耐

药率超过
+-[

'说明临床在经验用药时应避免&

介导人葡萄球菌的耐药机理既包括特异性途径

也包含非特异性过程&其一'特异性耐药'主要由

.5<A

介导&葡萄球菌属具有一个菌属特异性可移动

性盒子
.5<

$

'EE.5<

%'

.5<A

基因便是由
'EE.5<

所

携带'编码亲和力极低的青霉素结合蛋白
"=

'导致耐

药甲 氧 西 林&本 研 究 中'

2J'(/

的 检 出 率 为

+&*,I[

'这与
CDF̂ '

等(

H

)报道
+![

相一致'远高于

2J'A

的
#I*#[

左右检出率(

,

)

'这说明人葡萄球菌

耐甲氧西林率高是其一个显著特点&具有
.5<A

基

因的
2J'(/

能通过
'EE.5<

更加快速*有效地积累

耐药基团'本研究发现
2J'(/

在对喹诺酮类*青霉

素*四环素和复方磺胺甲唑的耐药率上高于
2''$

(/

'差异有统计学意义$

F

$

-*-#

%'显示血液来源

2J'(/

常为多重耐药&

其二'非特异性耐药'由生物被膜介导&生物被

膜是病原菌在面对选择压力时'附着在物表或病变组

织表面后'通过分泌聚合基质而形成的一种特殊存在

形式(

!"

)

&生物被膜的形成能有效隔离定植细菌与内

环境'造成抗菌药物难以渗透'同时使免疫细胞与因

子难以触及细菌&临床上人葡萄球菌引起的血流感

染常常伴有生物被膜的存在'所以十分顽固'难以治

疗(

!&

)

&体外评估细菌生物被膜的方式主要有
3E?

法

和刚果红培养基显色法&而
3E?

具有半定量*重复

性好与临床更加吻合的特点'因此本研究采用
3E?

法评估人葡萄球菌生物被膜&本研究显示'

,&*I[

$

&#

"

##

%的菌株为生物被膜阳性'这与
2VF%YhA

等(

@

)的报道相仿而略低于
E(JD'3VF'VF

等(

I

)报

道&研究表明'生物被膜可使耐药性增强多达百

倍(

!"$!&

)

'然而本研究中'生物被膜却未对耐药性-产生

影响.'即无论有无生物被膜'菌株在耐药性比较'差

异无统计学意义$

F

%

-*-#

%'这与理论不符&与本文

结果一致的报道也见于国外学者
4YX3)Eĥ A

等(

!I

)和国内学者朱娟(

!#

)的研究中'即实验室常规琼

脂稀释法不能区分产与未产生物被膜菌组在耐药性

上的差异&另外在治疗人葡萄球菌引起的感染时'临

床时有抗菌药物药敏报告敏感但疗效不佳的情况'这

让临床医生十分困惑&究其根源笔者认为在于现行

实验室体外药物敏感试验仅能反应浮游状态微生物

的耐药性而无法对能形成生物被膜细菌体内生物被

膜形式下耐药性作出有效模拟&朱娟(

!#

)与
E1g3$

3VJ;gÊ

等(

!,

)研究证实了笔者的推断'他们发现

泊洛沙姆培养基能有效模拟生物被膜形成更好的反

映产生物被膜细菌在体内的药物耐受真实情况'而水

解酪蛋白培养基不能提供生物被膜形成的必要条件'

因而无法真实反映其体内药物耐受能力&临床实验

#

#!I"

#
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年
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期
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室急需建立更有效的体外药物敏感试验以满足生物

被膜细菌体外药物敏感试验的需求&

H

"

结
""

论

""

临床分离血液来源人葡萄球菌具有高耐甲氧西

林*易多重耐药和产生物被膜的特征&临床在治疗其

引起的反复感染或者-敏感药物.疗效不佳时应意识

到生物被膜存在的可能性'选用渗透性更好的利奈唑

胺或则进行联合用药&
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