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&&!摘&要"&目的&了解广州地区儿童呼吸道感染肺炎链球菌$2@?7>@&E&EE,J>'7,A&'/07)L1%的耐药情况以及

L1中青霉素耐药相关基因RW\与 0G0#B的流行分布及突变情况( 方法&采用WM-.J-和eMB纸片法对 >> 株 L1分

离株进行药敏试验#1'S扩增 L1中的RW\基因及 0G0#B)并对 0G0#B基因进行测序)结果与 L1青霉素敏感株 S?

进行序列比对分析( 结果&

!

>> 株 L1对青霉素的敏感率仅为 !!7>Q)不敏感率高达 ""7?Q( 对红霉素耐药率已

达 !$$Q)对克林霉素,复方新诺明的耐药性也在 %$Q以上( 但对头孢曲松,阿莫西林,亚胺培南仍敏感)耐药率分

别为 $)#7?Q和 =7%Q( 未发现对氧氟沙星,万古霉素耐药菌株(

"

>> 株 L1的 0G0#B基因扩增序列与S? 敏感株

相比较)D 株青霉素敏感株 %%Q以上的核苷酸序列相同)未发生氨基酸的替换( =% 株青霉素不敏感株均发生核苷

酸序列的改变)核苷酸序列突变率为 !=7#Q N#=7!Q)约 ?7DQ N!$7%Q的氨基酸发生了替换( 根据氨基酸在

L.4=%!MR(4>%# 片段之间的突变情况)可将 =% 株青霉素不敏感株分为四型)其中
(

型突变 =$ 株)

)

型突变 @ 株)

*

型和
+

型各 ! 株( >> 株 L1均未检出RW\型
,

M内酰胺酶耐药基因( 结论& 广州地区儿童呼吸道感染 L1多重耐

药情况较严重)青霉素,红霉素已不适宜作为 L1感染的临床一线用药)阿莫西林及第三代头孢菌素可作为 L1感染

的经验用药( 0G0#B基因突变是广州地区儿童 L1对青霉素耐药的主要机制之一(
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&&肺炎链球菌$2@?7>@&E&EE,J>'7,A&'/07) L1%是儿

童社区获得性呼吸道感染的常见病原菌)可引起儿

童肺炎,中耳炎)严重者可引起化脓性脑膜炎,败血

症等侵袭性感染( 近年来的研究显示)L1临床分离

株对常用抗生素的耐药性及耐药水平越来越高)青

霉素耐药肺炎链球菌及多重耐药株分离率持续增

加!! ND"

( L1对青霉素耐药主要由青霉素结合蛋白

1B1#B的编码基因 0G0#B突变所致!?"

)此外还可能

与RW\型
,

M内酰胺酶的产生有关!@"

( 本研究对

#$$? 年我院呼吸科分离的 >> 株 L1进行青霉素等

抗菌药物的敏感性药敏试验)并对青霉素耐药相关

基因 0G0#B,RW\进行研究)以了解广州地区呼吸道

感染患儿 L1临床分离株对常用抗菌药物的耐药状

况及对青霉素耐药的机制(

$H资料与方法

$7$H菌株来源及患儿临床资料

实验菌株为 #$$? 年我院呼吸科诊断为肺炎,支

气管炎的住院患儿痰液标本分离出的 L1>> 株( 质

量控制标准菌株 9R''>%?!%( 入选病例资料*患儿

>> 例)年龄 ! 个月至 D 岁#男女比例为 =#j!##>> 例

患儿均可闻及肺部干,湿音并有咳嗽症状)咳嗽

# N%$ 2 不等#E线检查显示有支气管炎,肺炎#其中

=?例发热$占 "!7"Q%)!# 例气促$占#@7=Q%##@ 例

TB'计数P!$ m!$

%

Oc##"例超敏'S1PD /;Oc(

$7!H药敏试条)药敏纸片及其他试剂

WM-.J-法浓度梯度试条使用瑞典 9BB),2)J_ 公

司产品)eMB药敏纸片为英国 bEbCU公司产品(

R3̂U89聚合酶,U89\34_.4等购自广州威佳生物

技术有限公司)14)/.LRSR\KL U891,6I/.43J.热

启动酶由R3e3S3公司提供( 引物由上海英骏生物

技术有限公司合成(

$JIHKF的分离培养及鉴定

将痰标本接种于哥伦比亚血琼脂平板)置

=Dl,DQ 'b

#

培养箱中培养 !" N#> (后)挑取疑似

L1的菌落作革兰染色,b0-,F()* 敏感试验,胆汁溶

菌试验,菊糖发酵试验( b1纸片抑菌环直径

#

!> //判定为阳性(

$7MH药敏试验

L1纯培养 !" N#> ( 后进行药敏试验( 对青霉

素,红霉素,阿莫西林,头孢曲松,亚胺培南,氧氟沙

星,万古霉素 @ 种抗菌药物采用WM-.J-法进行)四环

素,氯霉素,复方新诺明采用 eMB纸片法)结果判断

参照8''cLO'cLC#$$? 年\!$$ML!? 标准(

$JPH青霉素耐药相关基因的FCB检测

细菌 U89模板的制备采用直接煮沸法(

0G0#B和 RW\基因均采用套式 1'S进行扩增(

0G0#B基因外套引物*1!*DiM'RV9''9RRV9RRRVM

V'RR''99M=i) 1#* DiMRRR'V99R9VRRV'R9M

'9R9'RVM=i)产物长度 ?"# G0#内套引物 1=*DiM

''RV9RR''RRVVV99'VVRM=i) 1>* DiM'''99V'M

'9R9RR'V''999M=i)产物 =D# G0( RW\基因外套

引物 1!* DiM9R9999RR'RRV99V9'V999M=i)1#*

DiMV9'9VRR9''99RV'RR99R'9M=i) 产 物 长 度

! $@% G0# 内 套 引 物 1=* DiM9VV99V9VR9RV9RM

R'99'9M=i)1>*DiM'R'VR'VRRRVVR9RVV'M=i)产物

D=D G0( 反应体系*各引物浓度均取 $7#

$

/,6Oc)

28R1J#$$

$

/,6Oc)R3̂U89聚合酶 # n$0G0#B基

因采用14)/.LRSR\KL U89聚合酶 ! n%)! m1'S

缓冲液)模板加U89提取液 !

$

c)加灭菌去离子水

至 D$

$

c( 内套扩增时需将外套1'S扩增产物进行

!$$ 倍稀释后取 !

$

c作为内套扩增模板( RW\基

因热循环参数为*%>l预变性 D /)*#%>l变性 ?$ J)

DDl退火 =$ J) @#l延伸 ! /)*)=D 个循环#最后

@#l延伸 !$ /)*( 0G0#B基因热循环参数为*%>l

预变性 D /)*#%"l变性 !$ J)DDl退火 !D J)@#l延

伸 ! /)*)=$ 个循环#最后 @#l延伸 D /)*( 1'S扩

增产物经 !7DQ琼脂糖凝胶电泳后凝胶成像系统观

察分析结果(

$J&HFCB扩增产物(X=测序及分析

以内套 1'S反向引物 DiM''RV9RR''RRVVM

V99'VVRM=i作为测序引物对 >> 株 L10G0#B基因

内套扩增产物进行测序)由上海英骏生物技术有限

公司进行测定( 运用 U89/3* 序列分析软件对测

序结果与 L1青霉素敏感株 S? 株$V.*B3*_ 登录

号*8'M$$=$%"%进行比对)分析 >> 株 L10G0#B基因

的基因突变情况和突变类型(

!H结果

!J$HKF对抗生素的耐药状况

药敏试验结果显示)L1对青霉素耐药情况较严

重)>> 株中仅 D 株敏感)敏感率为 !!7>Q)不敏感率

达 ""7?Q)其中耐药率为 !!7>Q( L1对红霉素的

耐药率高达 !$$Q)其中 >= 株\C'值为 #D?

$

;O/c

高水平耐药)另 ! 株为 >

$

;O/c( L1对克林霉素,

复方新诺明的耐药性也在 %$7$Q以上( 对阿莫西

林,头孢曲松,亚胺培南仍较敏感或高度敏感)未发

现对氧氟沙星,万古霉素耐药的菌株$表 !%(

+>#?+
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&&表 $HMM 株KF对抗菌药物的耐药情况
$Q%

抗生素 敏感 中介 耐药

青霉素 !!7> @@7# !!7>

阿莫西林 %>7" D7# $

头孢曲松 @?7? !%7D =7%

头孢呋辛 !"7# %7! @#7@

万古霉素 !$$ $ $

红霉素 $ $ !$$

克林霉素 ?7D $ %=7D

亚胺培南 %#7# D7# #7?

氧氟沙星 !$$ $ $

氯霉素 #"7= !7$ @$7@

四环素 !!7> =!7" D?7"

复方新诺明 @7! !7$ %!7%

!J!HKFE:E!Z和VWA基因检测分析

>> 株 L1分离株 0G0#B基因测序结果与 L1S?

株的 0G0#B基因核苷酸序列比对分析)结果显示)D

株青霉素敏感株有 %%Q以上的核苷酸序列相同)未

发生氨基酸的替换( =% 株青霉素不敏感株的

0G0#B基因序列都发生了核苷酸序列的改变)均为

点突变)核苷酸改变最多者达 #=7!Q$@#O=!#%)氨

基酸改变最多达 !$7%Q( 氨基酸改变主要分布于

以下 !# 个位点*L.4>!@

$

14,,9J*>#@

$

RI4,R(4>=!

$

cIJ,6.*>=#

$

c.:,V6*>>=

$

V6:,R(4>D!

$

963,

c.:>?$

$

C6., L.4>@"

$

R(4,V6:>"!

$

V6I, L.4>"D

$

963,RI4>%$

$

C6., c.:>%#

$

963( 根据氨基酸在

L.4=%!MR(4>%# 片段之间的突变情况)可将 =% 株青

霉素不敏感株分为 > 种突变类型( 其中
(

型 =$ 株)

有 @$ 多个核苷酸序列发生突变)有上述除RI4>%$

$

C6.外的另 !! 个氨基酸发生了替换(

)

型突变 @

株)有上述除了RI4>%$

$

C6.,c.:>%#

$

963之外的 !$

个氨基酸发生替换(

*

型 ! 株)主要有 L.4>!@

$

14,, R(4>=!

$

cIJ, V6*>>=

$

V6:, R(4>D!

$

963,

c.:>?$

$

C6.和V6:>"!

$

V6I发生的 ? 个氨基酸的替

换(

+

型 ! 株)发生除c.:>%#

$

963之外的 !! 个氨

基酸的替换( 0G0#B基因编码的氨基酸 L55e$=%!

位M=%> 位%,LL8$>>"M>D$%两个保守区内均未发生

氨基酸替换( 0G0#B基因不同突变型中)青霉素结

合域核苷酸序列与 S? 株比较见图 !( 0G0#B基因

内套1'S产物电泳结果见图 #(

>> 株 L1采用套式 1'S进行
,

M内酰胺酶 RW\

基因检测)均未检出RW\基因(

图 $H肺炎链球菌 E:E!Z基因几种突变型中青霉素结合域核苷酸序列与 B& 株的比较H

L1S?*青霉素敏感株#

LM#"*临床分离的青霉素敏感株# SM#>*临床分离的青霉素耐药株)

(

型突变# SM#$*

)

型突变# SM==*

*

型突变# SM=*

+

型突变

+D#?+
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&&图 !HE:E!Z基因内套FCB产物电泳示意图H

! N"*L1临床分离株# \*U89\34_.4

IH讨论

近年来我国多中心研究发现)L1临床分离株对

,

M内酰胺类,大环内酯类,氨基糖苷类和喹诺酮类药

物的耐药率越来越高)呈逐年上升趋势!! N=)D"

(

#$$$ N#$$#年我们与北京,上海联合开展的儿童 L1

携带及抗菌药物耐药性监测显示)L1对青霉素的不

敏感率为 =%7%Q)红霉素耐药率为 ">7=Q

!#"

#而至

#$$> 年则分别为 @$7DQ,"%7@Q

!="

( 杨锦红等!""报

道 #$$D N#$$? 年温州儿童检出的 L1对青霉素的不

敏感率已高达 "?7#Q)红霉素耐药率为 %?7?Q( 本

研究结果显示)#$$? 年我院儿童下呼吸道检出 L1

对青霉素不敏感率已高达 ""7?Q)头孢呋辛耐药率

达 @#7@Q)与 D 年前我院这两项监测结果报道的

D=7DQ和 >!7$Q相比明显升高)也高于陆权等!%"

#$$# 年报道的青霉素不敏感率 ?!Q和头孢呋辛耐

药率 #@7$Q( 同时)L1对红霉素,克林霉素及复方

新诺明的耐药率也较高)在 %$Q N!$$Q之间)且多

重耐药情况严重)耐药模式主要为红霉素 o复方新

诺明o氯霉素o四环素o头孢呋辛( 但本研究所检

>> 株菌株对阿莫西林,头孢曲松,亚胺培南仍较敏

感或高度敏感)耐药率仅为 $ N=7%Q( 本研究结果

表明)青霉素,红霉素已不适宜作为广州地区儿童

L1感染的临床一线用药)而阿莫西林及第三代头孢

菌素可作为 L1感染的经验用药(

L1对青霉素耐药主要与 0G0#B基因突变相关)

0G0#B基因突变可导致其表达的 1B1#B蛋白结构

异常)与青霉素的亲和力下降)从而导致对青霉素耐

药!""

( 文献报道 0G0#B基因序列变异主要集中于

第 ==! 个密码子到第 >?$ 个密码子之间)不同菌株

的氨基酸序列替换不尽相同)对青霉素抗性较强的

菌株$\C'增大%)其 0G0#B基因序列中核苷酸发生

突变的数量亦有所增加)但并非所有突变都与青霉

素抗性有关!?"

( 本研究结果显示) >> 株 L1的

0G0#B基因测序结果与 L1敏感株 S? 的 0G0#B基

因高突变区 !>%>"$$M!>%D$%# 位的核苷酸序列相

比)D 株青霉素敏感株有 %%Q的核苷酸相同)未发生

氨基酸的替换)而 =% 株青霉素不敏感株 0G0#B基因

序列均发生了点突变)核苷酸碱基改变最多的达

#=7!Q$@#O=!#%)氨基酸改变最多的达 !$7%Q( =%

株18L1在 L.4=%!MR(4>%# 之间共有 !# 个氨基酸发

生替换)L55e$=%!M=%>%,LL8$>>"M>D$%两个保守

区内均未发生氨基酸替换( 在 0G0#B基因的耐药

突变中) R(4>D!

$

963OL.4的替换可产生低水平的

青霉素耐药)但该变异是发展较高水平耐药性的先

决条件( 本研究的分析表明)=% 株 18L1均出现了

位于保守序列 LL8之后的氨基酸R(4>D!

$

963的置

换( 通过 0G0#B基因序列网上 8'BCB63J-分析)并

未发现本地区特有的$新的%突变位点(

丁云芳等!@"报道从苏州地区儿童呼吸道感染

L1中检测出 RW\型
,

M内酰胺酶基因)检出率达

%!7=Q$#!O#=%( 提示 L1可以通过获得含 RW\基

因的质粒而产生
,

M内酰胺酶)从而介导对青霉素耐

药( 但我们采用丁云芳等报道的方法对广州地区儿

童呼吸道检出的 >> 株 L1进行RW\基因检测)结果

未检出阳性菌株)可能与耐药基因的携带具有明显

的地区差异有关( 此外)我们所测菌株中有无其他

类型的
,

M内酰胺酶也有待进一步研究(
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