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建立烟曲霉临床分离菌株的微管蛋白基因鉴定方法!并分析烟曲霉对唑类抗真菌药物的耐药性&方法
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对表

型鉴定为烟曲霉的菌株!采用十六烷基三甲基溴化铵"

I20V

%方法提取烟曲霉菌株
ST0

!并采用对微管蛋白基因进行
"IG

扩增

和测序的方法对烟曲霉菌株进行分子生物学鉴定!采用琼脂稀释法检测烟曲霉菌株对伊曲康唑和伏立康唑的耐药性&结果
!
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株临床分离株表型鉴定为烟曲霉!这些菌株在
*,[

和
'-[

生长&其中
--

株"

/+&().

%经微管蛋白基因鉴定为烟曲霉&
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株烟

曲霉菌株对
'
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伊曲康唑和
$
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伏立康唑敏感!检出
$

株对
'
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DF

伊曲康唑和
$

&

:

)

DF

伏立康唑耐药菌株&

结论
!

微管蛋白基因鉴定方法可以对烟曲霉进行准确鉴定&
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曲霉菌感染是侵袭性真菌感染的常见病原菌#其中以烟曲

霉感染最为常见'实验室日常使用的表型鉴定方法可以对大

多数烟曲霉进行正确鉴定#采用微管基因鉴定方法可以把烟曲

霉精确鉴定到种#避免表型鉴定的误差'美国感染病协会的曲

霉菌治疗指南指出!对于侵袭性曲霉菌病#尤其是威胁生命的

严重感染#首选伏立康唑进行治疗%对于慢性空洞型肺曲霉菌

病(变应性支气管曲霉菌病及曲霉菌引起的鼻窦炎首选伊曲康

唑进行治疗'为了解成都军区总医院烟曲霉菌对唑类抗真菌

药物的耐药性现状及可能原因#本研究对临床标本分离的
/$

株烟曲霉菌的唑类药物耐药性进行了检测#探讨医院烟曲霉菌

株唑类药物耐药现状'

$

!

材料和方法

$&$

!

菌株来源
!

%)$'

年
'

月至
%)$,

年
+

月临床标本分离烟

曲霉菌株
/$

株#质控菌株烟曲霉
0R%/*

和伊曲康唑耐药株为

军事医学科学院解放军疾病预防控制所保存菌株'

$&/

!

烟曲霉菌株表型鉴定
!

菌株接种
%

个
NS0

平板#分别放

置
*,[

和
'-[

孵箱培养#

$+.h]!

和
$.

棉兰染色液
')

倍

显微镜下观察'

$&'

!

烟曲霉
ST0

提取
!

将摇好的菌丝体过滤后用吸水纸吸

干#液氮研磨后的粉末装入离心管并加入十六烷基三甲基溴化

铵$

I20V

&

+,[

孵育
*)D45

#每
$)D45

颠倒混匀
$

次'酚氯

仿抽提#

$%)))B

"

D45

离心
$)D45

#取上层用酚氯仿再抽提
$

次'等体积异丙醇沉淀核酸#静置
,D45

#加入
%

倍体积的无水

乙醇及
)&$

倍体积的
*D3E

"

F

醋酸钠#

Q') [

沉淀
*)D45

'

$%)))B

"

D45

离心
$)D45

#取沉淀%

().

乙醇溶解#离心后取沉

淀#再重复
%

次'置室温
*)D45

挥发乙醇#加入
,)

&

F2Z

缓

冲液溶解#

Q-)[

保存'

$&1
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微管蛋白基因鉴定
!

参照文献)
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*#上游引物!

,b1002

2HH2HI IHI 222 I2H H1*b

#下游引物!

,b10H2 2H2

IHHH0IHH0020H1*b

#由华大基因有限公司合成'反应

条件!

/'[

预变性
*D45

#每循环
/'[

变性
$,8

#

,%[

退火
*)

8

#

+-[

延伸
*)8

#循环
*)

次#末次循环后
+-[

延伸
*D45

#产

物大小
'()P

A

#

"IG

产物送华大基因公司测序'

$&2

!

烟曲霉唑类耐药性检测
!

参照文献)

%1*

*#伊曲康唑和伏

立康唑购自中国药检所#利用
SXN]

溶解伊曲康唑和伏立康

唑#初始储存浓度为
$+D

:

"

DF

#随后利用二甲基亚砜$

SXN]

&

稀释为
$&+D

:

"

DF

'为每株菌配置
%

个含药平板$伊曲康唑
'

&

:

"

DF

(伏立康唑
$

&

:

"

DF

&和
$

个不含药平板'培养基中包

含
G"XO$+')

$

H4P>3

#

YN0

&

d%.

葡萄糖#利用丙磺酸盐

$

X]"N

&做缓冲液#含
$&,.

的琼脂粉#高压灭菌后#在每个平

板中加入相应浓度的药物和培养基#混匀倒板'每个平板含药

培养基
%)DF

$含
)&),DF

浓度为
$&+D

:

"

DF

的伊曲康唑&'

烟曲霉接种于沙氏琼脂$

NS0

&固体培养基置
*,[

培养
(?

'

配置
)&,

麦氏浓度的烟曲霉#用无菌棉签蘸取烟曲霉悬液#并

+

(%/$

+

检验医学与临床
%)$+

年
(

月第
$*

卷第
$'

期
!

F;PX7?IE45

!

JCE

@

%)$+

!

#3E&$*

!

T3&$'



将菌株涂布在含药和对照平板上'置于
*,[

培养
'-<

'根据

菌株是否在含药和对照平板上生长#确定是否对伊曲康唑和伏

立康唑耐药'

/

!

结
!!

果

/&$

!

烟曲霉表型鉴定结果
!

经显微镜检#

/$

株临床分离株表

型鉴定为烟曲霉#

*,[

和
'-[

生长良好#肉眼观察菌落呈深

绿色或墨绿色'显微镜检烟曲霉分生孢子头短柱状#分生孢子

梗壁光滑#顶囊呈烧瓶状#小梗单层#分布在顶囊的上半部分#

分生孢子球形#绿色'

/&/

!

烟曲霉微管蛋白基因鉴定结果
!

经表型鉴定为烟曲霉的

/$

株菌#其中
--

株$

/+&().

&经扩增微管蛋白基因#产物测序

比对结果为烟曲霉#

"IG

扩增结果见图
$

'

!!

注!

X

为
SF,))ST0 X;BM7B

%

$

!

*

为烟曲霉临床菌株%

'

为

0R%/*

%

,

为阴性对照'

图
$

!!

烟曲霉微管蛋白基因
"IG

扩增结果

/&'

!

烟曲霉唑类耐药性检测结果
!

与不含药培养基的结果相

比较#

-(

株烟曲霉菌株不能在伊曲康唑
'

&

:

"

DF

(伏立康唑
$

&

:

"

DF

的含药培养基生长'检出
$

株伊曲康唑和伏立康唑耐

药烟曲霉菌株#结果见图
%

'

!!

注!

0

为伊曲康唑耐药%

V

为伏立康唑耐药'

图
%

!!

伊曲康唑和伏立康唑耐药结果

'

!

讨
!!

论

采用真菌核糖体
$-NGT0

作为检测的靶基因鉴定侵袭性

真菌的方法#有些曲霉菌无法鉴定到种%采用种间特异性的

X93$

基因作为靶基因进行鉴定可有效鉴定到种水平#但由于

X93$

基因不是多拷贝基因#可能降低检测的灵敏度)

,1+

*

'有报

道核糖体基因间的
O2N

区和微管蛋白基因法可区分曲霉菌不

同种之间的差异)

(

*

#本研究采用微管蛋白基因序列测定法可以

有效鉴定烟曲霉菌'

由于唑类抗真菌药物的推广应用#耐药菌株的报道日益增

多#唑类药物主要有以下耐药机制)

-

*

!天然耐药#由菌株的遗传

特性决定#如烟曲霉对氟康唑和酮康唑天然耐药%获得性耐药#

菌株本为敏感菌株#经长期使用唑类药物治疗过程中产生的耐

药性%生物膜形成也是烟曲霉的重要耐药机制之一'甾醇
$'1

去甲基化酶$

>

@A

,$

&是唑类抗真菌药物作用的靶酶#通过一种

>

@A

,$

酶能抑制真菌细胞膜麦角固醇的生物合成#从而抑制真

菌的生长'烟曲霉
>

@A

,$

酶有
>

@A

,$0

和
>

@A

,$V

两种同源基

因#同时敲除
>

@A

,$0

和
>

@A

,$V

将导致烟曲霉死亡#仅敲除

>

@A

,$0

则麦角固醇水平不再发生改变#且
>

@A

,$V

的表达不会

增加#文献报道
/).

的烟曲霉对唑类抗真菌药物的获得性耐

药性与
>

@A

,$0

基因的点突变有关#而与
>

@A

,$V

关系不密切'

在
>

@A

,$0

基因突变导致烟曲霉对唑类药物耐药的研究中#

>

@A

,$

蛋白的
,'

(

%%)

位点为突变的热点'

H,'

的突变可以诱

导烟曲霉对唑类抗真菌药物耐药已得到公认)

-1/

*

'本研究所涉

及菌株检出
$

株伊曲康唑和伏立康唑耐药菌株#可能与

>

@A

,$0

基因突变有关'

曲霉病是仅次于假丝酵母菌的第二大深部致病真菌#而烟

曲霉是引起侵袭性曲霉病的最主要病原菌#并且是侵袭性曲霉

病患者最主要的死亡原因)

$)

*

'目前唑类药物在农业和临床中

广泛应用#可能诱导烟曲霉对唑类药物耐药性的产生#从而导

致抗真菌治疗失败#因此研究烟曲霉对唑类药物的耐药现状#

有利于采取预防措施减少耐药菌株的产生'
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