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#
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江苏大学医学院!江苏镇江
('(4'5

$

!!

摘
!

要"目的
!

建立肠杆菌科基因间重复序列引物
&$"

技术"

!"#$%&$"

技术$用于分析亚胺培南耐药和

亚胺培南敏感鲍曼不动杆菌同源性!为判断医院内感染发生提供一种简便的新方法%方法
!

收集
(4'6

年
578

月江苏大学附属医院重症监护室患者痰液中分离的非重复鲍曼不动杆菌
64

株!其中包含
94

株亚胺培南耐药

菌株!

54

株亚胺培南敏感菌株%使用细菌基因组
):;

提取试剂盒提取细菌基因组
):;

!

&$"

扩增菌株
!"#$

序列!

</1+=*=

>

?+@

软件分析不同耐药性菌株电泳条带以判断菌株同源性%结果
!

94

株亚胺培南耐药的鲍曼

不动杆菌可分为
8

种基因型!其中最多的一种基因型有
(A

株#

54

株亚胺培南敏感的鲍曼不动杆菌可分为
(4

种

基因型!其中最多的一种基因型仅有
5

株%结论
!

该院
#$B

来源的亚胺培南耐药的鲍曼不动杆菌的基因型较

少!提示该菌株可能发生了医院内感染%

!"#$%&$"

技术简单&方便!可以快速分析鲍曼不动杆菌同源性!适合

于在各级医院中推广%

关键词"鲍曼不动杆菌#

!

肠杆菌科基因间重复序列引物
&$"

技术#

!

同源性分析#

!

院内感染
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鲍曼不动杆菌是临床常见的非发酵型革兰阴性

杆菌#广泛分布于自然环境中#是引起医院内感染的

重要条件致病菌'

'%5

(

)

(4'8

年中国细菌耐药监测网

$

$X#:!E

&细菌耐药性监测数据显示#鲍曼不动杆菌

的临床分离率在非发酵型革兰阴性杆菌中最高'

A

(

)

碳青霉烯类抗生素$包括亚胺培南和美罗培南等&对

*

CC9

*

检验医学与临床
(4'D

年
5

月第
'8

卷第
9

期
!
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!
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!

:F39
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鲍曼不动杆菌具有良好的抗菌活性#是目前治疗鲍曼

不动杆菌感染的首选药物)但近年来随着碳青霉烯

类抗生素大量使用#鲍曼不动杆菌对碳青霉烯类抗生

素的耐药性显著升高#并且临床重症监护室$

#$B

&和

脑外科等常发生耐碳青霉烯类抗生素的鲍曼不动杆

菌暴发流行#对患者生命造成严重威胁'

9%C

(

)在此基

础上#甚至出现了对多黏菌素耐药的鲍曼不动杆

菌'

6

(

)

比较同一时期内分离菌株的同源性是判断医院

内感染发生的重要方法)凝胶脉冲场电泳技术$

&W%

]!

&是目前分析细菌同源性的主要方法'

D

(

#但该方法

过于繁琐而无法在临床工作中常规开展'

'4

(

)肠杆菌

科基因间重复序列引物
&$"

技术$

!"#$%&$"

技术&

是近年来出现的一种新型细菌同源性分析技术#该技

术依靠肠杆菌科细菌所特有的
!"#$

序列'

''

(

)肠杆

菌科细菌的
!"#$

序列中心均有一段高度保守的重复

序列'

'(

(

#通过针对其设计的引物可将该重复序列进行

扩增并获得不同同源性菌株之间显著差异的电泳图

结果#进而判断不同菌株的同源性'

'5%'A

(

)本研究应用

!"#$%&$"

技术检测江苏大学附属医院近期分离的

对亚胺培南耐药和敏感的鲍曼不动杆菌#分析上述两

组鲍曼不动杆菌同源性差异#并判断感染来源)同时

建立快速+简便的医院内感染判断方法#为医院内感

染的防控提供技术支持)

$

!

材料与方法

$3$

!

菌株来源
!

菌株来源于
(4'6

年
578

月从江苏

大学附属医院
#$B

患者痰液中分离留存的鲍曼不动

杆菌共
64

株#均为非重复菌株#其中亚胺培南耐药菌

94

株#亚胺培南敏感菌
54

株)所有菌株实验前都已

使用
Z#E!.%

"

全自动细菌分析系统重新鉴定#质控

菌株为大肠埃希菌$

;E$$(9D((

&和铜绿假单胞菌

$

;E$$(C695

&)

$3/

!

仪器和试剂
!

&$"

扩增仪$美国
;̂ #

公司&#

)__%8$

型电泳仪$北京市六一仪器厂&#凝胶成像分

析系统$美国
*̂F%"1P

公司&#

Z#E!.%

"

全自动微生

物分析仪$法国生物梅里埃公司&#

&$"

扩增试剂盒

$南京
Z1L

>

0@

公司&#细菌基因组
):;

抽提试剂盒

$上海生工公司&)采用
Z@2,1HFQ*I

设计的
!"#$%&$"

引 物 序 列'

'5

(

#序 列 如 下!

!"#$%W 9̀%;E]E;%

;]$E$$E]]]];EE$;$%5̀

和
!"#$%" 9̀%;;]%

E;;]E];$E]]]]E];]$]%5̀

#由苏州泓迅生物

公司合成)

$3'

!

鲍曼不动杆菌
!"#$%&$"

检测
!

鲍曼不动杆菌

基因组
):;

抽提严格按照试剂盒说明书进行)

!"#$%&$"

扩增体系包括
(a&$"

预混液
'(39

#

Y

#

上下游引物$

'44

O

0FY

"

Y

&各
'

#

Y

#模板
):;'

#

Y

$

):;

模板量不超过
'44+

M

&#以灭菌双蒸水补足体

系至
(9

#

Y

)

&$"

循环参数!

DA b

预变性
90*+

%

DAb

变性
54,

#

A4b

退火
'0*+

#

C(b

延伸
'40*+

#

循环
59

次%

C( b

延伸
'40*+

)

&$"

扩增完毕后取

'4

#

Y

扩增产物以
'9

M

"

Y

琼脂糖凝胶电泳#并在凝胶

成像系统成像得到相应的指纹图谱)

$31

!

细菌同源性分析方法
!

按钟海波等'

'9

(报道的方

法#采用
</1+=*=

>

?+@

软件对图像进行聚类分析#选

择
B&]S;

方法#条带位置差异容许度选择
'3Cc

#

优化值选择
439c

#凡相似度值大于
64c

者为同一基

因型#代表同一种克隆型%小于
64c

者为不同基因型#

代表不同种的克隆株)

/

!

结
!!

果

/3$

!

!"#$%&$"

扩增分析结果
!

94

株亚胺培南耐药

鲍曼不动杆菌和
54

株亚胺培南敏感鲍曼不动杆菌经

过
!"#$%&$"

扩增后#产物经过琼脂糖凝胶电泳#分

别用
</1+=*=

>

?+@

软件分析菌株同源性$图
'

与图

(

&)图
'

中可见亚胺培南耐药鲍曼不动杆菌的

!"#$%&$"

产物多呈
5

$

9

个条带#

94

株鲍曼不动杆

菌可分为
8

种基因型#其中最多的基因型有
(A

株)

图
(

中可见亚胺培南敏感鲍曼不动杆菌的
!"#$%&$"

产物可呈
'

$

8

个条带#

54

株鲍曼不动杆菌可分为
(4

种基因型#其中最多的基因型仅有
5

株)由此可见#

亚胺培南敏感菌株的同源性远低于耐药菌株)

图
'

!!

94

株亚胺培南耐药鲍曼不动杆菌同源性分析结果

/3/

!

医院感染流行的判定
!

基于上述实验结果#本

院分离的
94

株亚胺培南耐药鲍曼不动杆菌通过聚类

分析仅获得
8

种基因型#其中最多的两种基因型分别

包含细菌
(A

株和
'C

株)疑似耐药菌株存在医院内

感染传播)

*

6C9

*

检验医学与临床
(4'D

年
5

月第
'8

卷第
9

期
!

Y1GS@P$H*+

!

S12I-(4'D

!

ZFH3'8

!

:F39



图
(

!!

54

株亚胺培南敏感鲍曼不动杆菌同源性分析结果

'

!

讨
!!

论

!!

鲍曼不动杆菌能天然抵抗多种抗生素#耐药性极

强#已成为引起医院内感染暴发的主要病原菌'

'8

(

)长

期住
#$B

#更换静脉置管以及导尿管#长期使用抗生

素治疗等因素均可让患者更易感染鲍曼不动杆

菌'

'C%'6

(

)因此#及时进行临床分离菌株的同源性分

析#可以尽早判断是否有医院内感染发生#并及早采

取对应措施#避免医院内感染在更大范围内暴发)

目前细菌同源性分析主要依靠
&$"

扩增和核酸

电泳相结合的技术)其中
&W]!

法是细菌分型鉴定

的金标准'

'D

(

#但该方法使用的设备硬件要求较高#实

验流程较长#对操作人员技术水平的要求更为严格#

需在专业化实验室中才能获得稳定重复结果#难以在

医院检验科中开展)

!"#$%&$"

技术具有成本低+周

期短+操作简单和重复性好等诸多优点'

(4

(

#可以在医

院中开展)该方法主要是通过
&$"

扩增肠杆菌科细

菌基因组中所特有的一段基因间重复序列$

!"#$

序

列&#产物通过核酸电泳获得条带#再通过同源性分析

软件对电泳图谱进行分类'

('

(

)大量实验结果表明#该

方法非常适用于大批量标本的流行病学调查)

[#Y%

!̂"E

等'

((

(通过自动化核糖体分型法+

!"#$%&$"

分

型法+

&W]!

分型法分别对革兰阴性非发酵菌进行聚

类分析#发现这
5

种检测方法中
&W]!

具有最强的分

型能力)自动化核糖体分型法和
!"#$%&$"

分型法

都拥有较快的检测速度#但
!"#$%&$"

的操作成本更

低)

_#:]

等'

(5

(使用
!"#$%&$"

和
&W]!

对鲍曼不

动杆菌进行流行病学分析时#发现两者结果呈现高度

相关性)王晓辉等'

(A

(也发现用
!"#$%&$"

和
&W]!

分别对含耐药基因
GH1?d;%96

的鲍曼不动杆菌进行

分型时#结果非常相似)

'DD'

年#

Z!"[;Y?Z#$

等'

'5

(根据
!"#$

序列高

度保守的核心序列#设计了一组反向引物
9̀%;E]E;%

;]$E$$E]]]];EE$;$%5̀

和
9̀%;;]E;;]E];$E%

]]]]E];]$]%5̀

#建立了
!"#$%&$"

扩增技术并得

到广泛应用'

(9%(C

(

)

]#YY#:][

等'

(6

(发现
!"#$%&$"

的扩增对象对象并不限于肠杆菌科细菌#甚至可以从

真菌+噬菌体+植物+动物等生物的基因组中扩增出稳

定多态的图谱)

]#YY#:][

等'

(D

(由此判断
!"#$%

&$"

本质上是一种随机扩增性
&$"

)所以
!"#$%

&$"

技术不但可以应用于非发酵菌等非肠杆菌科的

革兰阴性杆菌的流行病学分析'

54%55

(

#甚至可以用于革

兰阳性球菌的分型'

5A%58

(

)本研究结果表明#江苏大学

附属医院
#$B

连续
5

个月分离的鲍曼不动杆菌菌株

中#对亚胺培南耐药的鲍曼不动杆菌可以分为
8

种基

因型#而对亚胺培南敏感的鲍曼不动杆菌可以分为
(4

种基因型#上述结果提示同种亚胺培南耐药型鲍曼不

动杆菌的克隆株可在
#$B

内相互传播)本研究发现#

部分临床分离菌株的同源性可达
D4c

以上#提示所收

集的部分标本可能来源于同一克隆株#存在医院内克

隆传播)但上述同一克隆株对部分抗生素$庆大霉

素+四环素等&的耐药程度存在差异#推测可能与该克

隆株在不同患者体内所受的不同抗生素选择压力

有关)

综上所述#在临床微生物学检测中#如果同一时

期内大多数菌株$特别是多重耐药菌株&出现同一耐

药模式#应高度警惕是否存在相同克隆来源的细菌#

需进一步进行分子流行病学调查)因此#目前在临床

微生物室建立
!"#$%&$"

技术#定期进行细菌同源性

分析#可以及早发现细菌流行暴发的趋势#有利于尽

早对疑似患者进行隔离以控制多重耐药菌和泛耐药

菌在医院内的传播流行)
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会影响临床结局判读或疾病诊断#因此本实验按照世

界卫生组织要求#也是取第
934

个百分位数单侧作为

其生物参考区间'

9

(

)

本研究发现#本实验室的精子活动率+精子前向

活动率+正常精子形态率均低于第
9

版-世界卫生组

织人类精液检查与处理实验室手册.的参考值'

(

(

)而

精液体积和精子浓度及前向运动精子总数略高于第
9

版-世界卫生组织人类精液检查与处理实验室手册.

中的参考值'

(

(

)分析其原因可能是由于存在地域或

种族差异#有毒物质+放射性物质+杀虫剂+激素使用

等环境因素#吸烟+饮酒+饮用咖啡+久坐+精神紧张等

不良习惯的影响#以及分析样本量不够大等所导致

的'

8%'4

(

)因此#可以通过更长时间研究+增大样本量及

改进统计方法或通过多中心科研协作的方法从而建

立起更适宜本地人群的实验室$或地区&精液分析生

物参考区间)

由于不同医疗机构医疗资源的差异造成国内精

液分析存在多种不同的检测方法)比如#对于精子浓

度的检测有牛鲍氏计数板手工法+

S1HV@2

板计数法+

计算机自动分析$配相差显微镜&等#因此在将来的研

究中有必要根据不同检测系统建立不同的精液分析

生物参考区间#以满足不同实验室的需求#避免引起

临床的误判)在本实验中将影响生物参考区间的因

素去除#但部分处于灰区的患者也可能被筛除#而这

部分应试者也可能拥有正常生育能力)因此#在以后

研究中将对这部分患者每年进行
'

次电话追踪#如果

发现患者已生育#将继续纳入研究对象中)建立本区

域人群的精液分析的生物参考区间将有利于临床医

生根据精液分析结果更准确地评价患者精液质量及

生育能力#提高临床不育症诊断的准确性'

''

(

%同时为

辅助生殖技术提供更准确的实验室诊断和技术支持#

更好地为患者服务#有效减少医疗资源的浪费及辅助

生殖技术的滥用)
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