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P c R 法检测耐甲氧苯青霉素
金黄色葡萄球菌的 m e c A 基因
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提 要 临床标本进行 D N A 抽提后
,

用聚合酶链反应 (P C R )将具有 623 个 b p 的耐甲氧苯青霉素金黄

色葡萄球菌 ( M R队 )的 m e e A 基因扩增
,

经琼脂糖电泳及 D N A 印迹杂交 ( s o u t h e r n b lo t h y b r
id i

z a t i
o n )

,

并用

E C L 31寡核普酸标记增强化学发光进行检测
,

其结果与 M R S A 常规培养方法作比较
。

结果显示
,

73 份临床标

本中
,

15 份常规培养法 M R S A 和 P C R 法 m ce A 基因均为阳性
,

另 1 份 m ce A 基因扩增阳性的标本
,

常规培养

M R S A 为阴性
。

作者认为
,

由于 P C R 对检测 M R S A 的 m ec A 基因具有快速
、

较强的特异性和敏感性等特点
,

作为检测临床标本中的 M R S A 的方法是可行的
。
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耐 甲氧苯青霉素金黄色葡萄球菌 ( m e -

t h i e il l i n r e s i s t a n t s t a P h y l o e o e e u s a u r e u s ,

M R S A ) 除产生青霉素结合蛋 白 (P B P s ) 以

外
,

尚产 生一种低亲 和力青霉素结合蛋 白

P B P Z
`

或 P B P Z a 。

业已证明
,

这种 P B P 的结构

基因就是 m ec A
,

仅存在于耐药菌株而不存

在于敏感菌株
。

近年发展起来的 P C R 法为鉴

定 M R s A 提供一种简单而迅速的方法 lj[
。

本

研究分别用常规培养和 P C R 方法检测 M R
-

SA
,

比较两种方法检 出 M R S A 的敏感性和

特异性
。

1 材料和方法

L I 标本取材

住院病人鼻腔
、

咽部
、

粪便
、

伤 口脓液及

痰液共 73 份
,

标本来自长崎大学医学院附属

病院外科 40 份
、

IC U 19 份
、

内科 10 份
、

其他

4 份
。

采痰用专用标本杯 ( e l k a y p r o d u e t s ,

jn e

美 国 )
,

其他标本用带拭子专用培养管旧 本

荣研制 )或 T r a n s w a b 管 (英国 )
。

L 2 M R S A 常规培养

取上述标本管和标本杯的标本直接涂布

于 O P A 葡萄球菌琼脂平板上 ( b e e t o n d i e k
-

i n s o n ,

美国 )
,

细菌定量培养以 0
.

45 纬灭菌氯

化钠按 10
2

和 10
`

倍稀释
,

然 后用 自动螺旋

式定量接种仪接种 于 O P A 琼脂平板
,

35 ℃

培养 48 h
。

最小药物抑菌浓度 ( M I C )以苯哇

青霉素 ( o x a e i l l i n ) 4拌g / m l 以上作为 M R s A

阳性判断标准
。

1
·

3 D N A 提取

全部操作均在超净台内进行
。

培养菌液

以 1 5 o o o r / m i n
,

离心 l m i n 。

弃上清液后
,

沉

渣 用酶
一

S D S 法 抽提 D N A
。

先加 入 2 0 0拌 l

s m m o l / L E D T A ( p H S
.

o )
,

混和后加入 2 0拌 l

的 s m g / m l a e h r o m o p e t id a s e ,

s o oC 保温 s m i n

,

分 别加 入 2 0拜l 的 2 0 % SD S 0
.

z s m o l / L

N a O H
,

1 0拌1 s m o l / L N a C I 和 2 0 0拜 l 的酚 混
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广州地区耐甲氧苯

青霉素金黄芭葡萄球菌分离状况及药物敏感性
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A f t e r D N A w a s e x t r a e t e d f r o m e l i n i e a l S p e e im e n s , a 6 2 3 b p r e g i o n o f m e e A g e n e o f m e -

t h ie i l l i n r e s i s t a n t s t a P h y l o e o e e u s a u r e u s ( M R S A ) w a s a m P l if i e d b y P o l y m e r a s e e h a i n r e a e t io n

a n d d e t e e t e d b y a g a r o s e g e l e l e e t r o p h o r e s i s
.

P C R P r o d u e t s w e r e h y b r id i z e d b y S o u t h e r n b l o t

m e t h o d a n d d e t e e t e d b y E C L 3 , 一 o l i g o l a b e l l i n g a n d d e t e e t i o n s y s t e m b y u s i n g e n h a n e e d e h e m i-

l u m i n e s e e n e e
.

R e s u l t s w e r e e o m P a r e d w i t h t h o s e f r o m e o n v e n t i o n a l e u l t u r e m e t h o d f o r M R
-

S A
.

O f t h e 7 3 e l i n i e a l s P e e im e n s ,

1 5 w e r e M R S A p o s i t i v e b y e o n v e n t i o n a l e u l t u r e m e t h o d

a n d w a s m e e A p o s i t i v e b y P C R
.

O n e w a s m e e A p o s i t iv e b y P C R
,

b u t w e r e M R S A n e g a t iv e b y

e o n v e n t i o n a l e u l t u r e
.

I n e o n e l u s i o n ,
t h e g o o d s p e e i f ie i t y a n d s e n s i t i v i t y o f t h e P C R m e t h o d f o r

t h e d e t e e t io n o f m e e A g e n e e m p l o y e d h e r e s u g g e s t t h e p o s s ib i li t y o f a p p l i f ie a t io n o f t h i s

m e t h o d f o r d e t e e t i o n o f M R S A i n e l i n ie a l s P e e im e n s
.
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