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对碳青霉烯类药物耐药严重"细

菌外膜孔蛋白
>
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基因缺失导致菌体包膜通透性改变是
)̂b P6*(

耐药机制的主要原因$
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在
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合并感染患者中#以多重耐药铜绿假单胞

菌*

P6*(

+感染的危害性大且其分离率高%

P6*(

可引起呼吸道感染&泌尿道感染和囊性纤维变性等疾

病#给
)̂b

患者带来更为严重的后果和经济损失%铜

绿假单胞菌的耐药机制复杂多样#其中包括菌体包膜

通透性改变%据研究#

>

G
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介导耐药的
P6*(

与

)̂b

的自来水密切相关#从而导致医院感染的发

生'
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(

%有研究表明#铜绿假单胞菌外膜蛋白
>

G

,6"

孔

道是碳青霉烯类药物进入菌体的特异性通道#当
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G

,6"

丢失时可导致菌体包膜通透性改变#从而导致

铜绿假单胞菌对碳青霉烯类药物耐药'

"

(

%本研究通

过筛选
)̂b P6*(

中耐亚胺培南的菌株#检测其外

膜蛋白
>

G

,6"

基因的缺失以了解本院
)̂b P6*(

耐

药的发生机制#为
)̂b

临床医师抗
P6*(

感染提供

合理的用药指导和理论依据#现报道如下%
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材料与方法
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收集
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年本院
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临床标本

中分离的
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株
P6*(

#所有试验菌株均经法国生物

梅里埃公司
5̂9U.="

型全自动细菌鉴定"药敏分析

系统鉴定%质控菌株为
39))"'T;#
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基因检

测的试验菌株为
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和对亚胺培南耐药多重

耐药株%
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药品与试剂
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亚胺培南&药敏纸片购自
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琼脂购自法国生物梅里埃公司%细菌基因

组
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1B,+7B

为天跟生物公司产品$

80

肉汤

培养基购自法国生物梅里埃公司$低温高速离心机&
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扩增仪&
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B@?J7

紫外凝胶成像分析系统为
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公司产品$电泳仪为北京六一仪器厂产品%
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对亚胺培南的药敏试验
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采用
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法药敏试验检测菌株对亚胺培南的耐药性%药敏判
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宝生物工程*大连+
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细菌
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提取
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用接种环挑取纯菌落接

种于
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肉汤培养液#将装有
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培养液的试管

置于震荡培养箱中#
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培养

至细菌生长对数期%然后取
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培养液#按照细菌

基因组
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提取试剂盒操作说明进行操作#提取的
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模板置于
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冰箱保存备用%
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产

物电泳分析!取
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扩增产物与
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上样缓冲

液混匀#点样于
![

琼脂糖凝胶#在
!"&5

电压下电

泳
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#出现条带后#用凝胶成像系统观察并照相%
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对亚胺培南的药敏试验
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对亚胺培南耐药有
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株#耐药率
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检测外膜蛋白
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基因
!

所有试验菌株

均能扩增出
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基因条带*
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扩增产物电泳见图
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株多重耐药株耐亚胺培南株中有
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株缺失
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基因*
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扩增产物电泳见图
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+#占
T!$![
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"
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+%阳性产物随机选取
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例送
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公司

测序#测序结果在
XB@0+@M

进行比对#

083R9

结果

显示!
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基因与登录号
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的铜绿假单

胞菌的
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基因同源性为
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碳青霉烯类抗生素是一类高效广谱的
!

=

内酰胺

类抗生素#对包括超广谱
!

=

内酰胺酶和头孢菌素酶

*

31

G

)

酶+在内的多数
!

=

内酰胺酶稳定#与第三代头

孢菌素无交叉耐药性#被认为是治疗铜绿假单胞菌感

染的最有效药物之一'

%

(

%然而#本研究显示#

<&

株

P6*(

对亚胺培南耐药有
#'

株#耐药率
<!$'[

*

#'

"

<&

+#这提示了碳青霉烯类抗生素可能对大部分
)̂b

P6*(

耐药%本研究
)̂b P6*(

对亚胺培南的耐药

率
<!$'[

与潘本凤等'

;

(研究的耐药率为
'"$:'[

基

本一致#说明了临床上对于这类细菌的用药可能单用

碳青霉烯类抗生素大部分是无效的#也间接说明了

)̂b P6*(

的抗感染治疗如果使用碳青霉烯类抗生

素可能需要联合用药#但相关的证据需要进一步的实

验即碳青霉烯类抗生素与其他药物的联合药敏试验

来证实%

由于没有相应基因的阳性标本作阳性对照#本研

究将铜绿假单胞菌的管家基因
,

G

78

基因作为阳性对

照基因进行测试*引物自行设计+#所有试验菌株均能

扩增出
,

G

78

基因条带#显示结果可靠%

>

G

,6"

是目前所知的铜绿假单胞菌中唯一有助

于抗生素通透的孔道蛋白#能形成碳青霉烯类药物特

异性结合位点#所以目前认为外膜孔蛋白
>

G

,6"

的缺

失或者表达减少是耐碳青霉烯类药物的主要机制'

<

(

%

本研究选用了
#'

株耐亚胺培南多重耐药株进行

>

G

,6"

基因扩增#结果表明#有
#&

株
>

G

,6"

基因缺失

*缺失率
T!$![

#

#&

"

#'

+#这提示了细菌外膜孔蛋白

>

G

,6"

基因缺失导致菌体包膜通透性改变是
)̂b

P6*(

耐药机制的主要方面%本研究
>

G

,6"

基因缺

失率
T!$![

#与华东地区的袁莉莉等'

'

(报道的缺失率

T;$<[

和黑龙江地区的刘沫然等'

T

(报道的缺失率

T<$&#[

大致相符#但有差异#这可能是由于地区差异

性和菌株异质性所造成的%但是本研究
>

G

,6"

基因

缺失率与眭阳等'

:

(报道的
!<$!#[

差异很大#可能与

菌株来源的临床科室不同有关%由于
P6*(

对碳青

霉烯类药物耐药的机制非常复杂#笔者在以往的研究

中'

!&

(发现
Q43

基因携带率仅为
<$";[

#可能说明了

产抗生素水解酶机制在其介导耐药的过程中并不占

主导地位%然而也有研究指出产
P08

和外膜孔蛋白

>

G

,6"

基因缺失是引起铜绿假单胞菌对亚胺培南耐

药的主要原因'

!!

(

#这种现象与本研究有明显的差异#

究其原因可能与筛选的菌株来源和标准不一样有关%

)̂b P6*(

的耐药机制复杂#除了菌体包膜通透性改

变#还包括主动外排泵的作用&产抗生素水解酶&整合

子介导的耐药基因盒转移和水平传播&抗生素修饰酶

的作用和生物被膜的作用等#谁占主导地位有待进一

步探讨%

综上所述#本地区
)̂b P6*(
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肌损伤有较好的诊断价值#其诊断效能优于心肌

酶谱%
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