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#抗菌剂外排泵基因存在状况与细菌耐药关系$方法
!

采用
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方

法检测
=

种抗菌剂外排泵基因"
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阳性产物采用
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直接全自动荧光法测序$结果
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有
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株检出同时携带
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基因!阳性率为
.%P

!且
:#"C

均为阴性$结论
!

连续分离的多药耐药鲍

曼不动杆菌抗菌制剂外排泵基因检出率较高可能是
U b̀/![!

呈多重耐药的原因!其具有流行病学意义$

关键词"多药耐药鲍氏不动杆菌'

!

抗药性!多药'

!

外排泵'

!

基因

!"#

!

7&8'.$.

"

9

8:66;87$<'/=7'&8(&7787$8&77

文献标识码"

!

文章编号"

7$<'/=7'&

"

(&77

#

7$/7>77/&'

9+6.

0

,'+3/

5

/'/2,-/--%6I

*

67

*

2&'76%+&.16

5

1/2&2+)'+8(&'/+,;)(+/1;)67)''&&

0"(%

)

5'(12#'

#

$(%

)

!+

&

'(%

#

!1%

)

4'%

)?

+

#

=+3#

6

#%

)

#

$(%

)

4'(

8

'%

)

#

$

7#

8

(9:2#%:1

6

/;'%'<(;=(>19(:19

?

#

:"#!#<1%LB#1

8

;#EA*1A

8

':(;1

6

/"(%

)

J"1+

1

6

M(%

&

'%

)

R#L'<(;+%'O#9A':

?

#

4'(%

)

A+(7'&&'

#

/"'%(

%

8;2+1)(+

!

";

<

/(+&4/

!

#?:;A@6C:

I

BC@CD@G?EE@1BC:?;J@CK@@;HE5

I

/E@6:6CB;G@B;HCD@

I

@;@6?F@FF15S

4

53

4

6:;351C:HE5

I

E@6:6C/

B;C!G:;@C?JBGC@EJB53B;;::

$

U b̀/![!

%

8=/+3,.2

!

d?5EL:;H6?F

I

@;@6?F@FF15S

4

53

4

6

$

(L#H

*

2L

6

C

*

Q

(<F

#

7

*

:#"C

%

K@E@H@/

C@GC@HJ

2

-)b8>/26%+2

!

!3?;

I

(&H@C@GC@HU b̀/![!6CEB:;6

#

.%P

$

7>

"

(&

%

K@E@K:CD(L#H

#

2L

6

C(%L

Q

(<F

#

7

I

@;@6?F@FF15S

4

53

4

6

#

J5C;?;@?FCD@(&6CB:;K@E@K:CD:#"C

I

@;@8$,'(%62&,'

!

U51C:

4

1@/HE5

I

/E@6:6CB;G@?FU b̀/![!3:

I

DCJ@3B:;1

2

GB56@H

J

2

CD@D:

I

D1

24

?6:C:A@EBC@6?F

I

@;@6?F@FF15S

4

53

4

6B;HCD:63@GDB;:633:

I

DCDBA@@

4

:H@3:?1?

I2

6:

I

;:F:GB;G@8

@/

0

A,1.2

!

BG:;@C?JBGC@EJB53B;;::

&

!

HE5

I

E@6:6CB;G@

#

351C:

4

1@

&

!I

@;@

&

!

@FF15S

4

53

4

6

!!

多药耐药鲍曼不动杆菌$

351C:HE5

I

/E@6:6CB;CBG:;@C?JBGC@E

JB53B;;::

#

U b̀/![!

%的出现常常导致院内感染者不治而亡#

它所引起的感染已成为全球性难题(

7/'

)
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U b̀/![!

对包括黏

菌素*替加环素在内的全部抗菌剂均耐药#被称作极度耐药的

鲍曼不动杆菌$
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%#现已有报道(
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)

'中国学者也从
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中检出多种
#
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内酰胺酶*

7$"EbW!

甲基化酶和氨基糖苷

类修饰酶基因(

%/$

)

#但国内对
U b̀/![!

抗菌剂$包括抗菌药

物*消毒剂%外排泵基因研究报道鲜见#为了解本院
U b̀/![!

的抗菌剂外排泵基因存在状况#笔者对
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株
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进行
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种抗菌剂外排泵基因$
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%的检测#

现报道如下'
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资料与方法
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一般资料
!

收集
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株
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均分离自
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年
%

月至

(&7&

年
%

月本院住院患者临床标本'标本分布为!痰液
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例#血

液
(

例#伤口"创面分泌物
%

例#尿液
(

例'

B8C

!

方法
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细菌鉴定和药敏试验
!

采用梅里埃公司
V:C@L'(

微

生物鉴定仪配套革兰阴性菌鉴定卡进行菌株鉴定'药敏试验

采用纸片扩散法#药敏纸片为
0S:B

公司产品#培养基为柯玛嘉

公司产品'作
#
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内酰胺类$包括头孢菌素类*碳青霉稀类%*氨

基糖苷类*喹诺酮类*氯霉素类和磺胺类抗菌剂药敏试验#并根

据美国
)*"+(&&.

年版标准判断抗菌剂敏感性'
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株
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抗菌剂的药敏率#见表
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细菌处理
!

选取纯培养菌落置于
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离心管内

$内预置
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蛋白酶
f

溶液
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水浴
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改
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水浴
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离心
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'上清液即为基

因检测的模板液#置于
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冰箱中保存备用'
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抗菌剂的药敏率(
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药物分类 药物名称 耐药$
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抗菌剂的药敏率(

%

#

P
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药物分类 药物名称 耐药$
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% 中介$
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% 敏感$
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喹诺酮类 环丙沙星
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基因检测
!
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种抗菌剂外排泵基因$
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%检测均为
-)b

法'靶基因引物识别序列和目

的产物长度见表
(

'各种靶基因
-)b

扩增体系均为!每反应

体系
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#小牛血清$
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$不计体积%#超纯水
.

&

*

#模板液
%

&

*

#总反应体积
(&

&

*

'

-)b

扩增热循环参数均为!

.'g

预变

性
(3:;

#然后
.'g'&6

#

%%g'&6

#

<(g$&6

#循环
'%

周期#

最后一个
<(g

延长至
%3:;

'产物经
(P

琼脂糖凝胶电泳#出

现与阳性对照分子相当的目的条带为阳性'耐药基因检测试

剂盒*靶基因
-)b

引物序列和阳性对照
Ẁ!

由无锡市克隆遗

传技术研究所提供'

表
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靶基因引物识别序列和目的产物长度

基因名称 引物序列$
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% 产物长度
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B8C8E

!

阳性基因测序
!

-)b

阳性产物为
-)b

直接全自动荧

光法测序#委托上海博尚生物技术有限公司完成#测序在美国

![+

公司
'<'&

型毛细管全自动测序仪上进行'

B8C8F

!

测得序列比对
!

读序工具软件为
)DE?3B6

#测序结果

用
)DE?3B6

直接作
[1B6C"@BEGD

比对'

C

!

结
!!

果
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株
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种抗菌剂外排泵基因中#除
'

号菌

Q

(<F

#

7

为阴性#

%

号菌
(L#H

*

2L

6

C

为阴性外#其他菌株

(L#H

*

2L

6

C

*

Q

(<F

#

7

均为阳性#阳性率达
.%P

#而
:#"C

均为

阴性'

7

号株的
(L#H

*

2L

6

C

*

Q

(<F

#

7'

种
-)b

阳性产物测

得序列经
[*!"#

比对与已在
M@;[B;L

登录的均相同#见图
7

!

'

'

图
7

!!

(L#H

基因测序图#部分%

图
(

!!

Q

(<F

#

7

基因测序图#部分%

图
'

!!

2L

6

C

基因测序图#部分%
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讨
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论

本组
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抗菌剂药敏结果显示#

#

/

内酰胺类药物中

头孢菌素类耐药率极高$其中一些高达
7&&P

%#亚胺培南*美

洛培南等碳青霉稀类药物耐药率也达
=&P

&氨基糖苷类药物

耐药率达
>%P

!

7&&P

#喹诺酮类药物耐药率达
.%P

#故多药

耐药的特征明显'

细菌的外排泵系统可分五大类!耐受
/

生节
/

分裂家族$

CD@

E@6:6CB;G@/;?H51BC:?;/H:A:6:?;FB3:1

2

#

bẀ

%*多药物与毒物外

排家族$

CD@351C:HE5

I

B;HC?S:GG?3

4

?5;H@SCE56:?;FB3:1

2

#

U!#,

%*药物与代谢物转运体超家族$

CD@35GD1BE

I

@EHE5

I

"

3@CBJ?1:C@CEB;6

4

?EC@E65

4

@EFB3:1

2

#

`U#

%及与之相关的小多

药外排家族$

CD@63B11351C:HE5

I

E@6:6CB;G@FB3:1

2

#

"Ub

%*主要

易化因子超家族$

CD@3B

9

?EFBG:1:CBC?E65

4

@EFB3:1

2

#

Ud"

%*

!#-

结合盒转运体家族$

!#-/J:;H:;

I

GB66@CC@FB3:1

2

#

![)

%'除

![)

为能量泵外#其余均为质子泵(

%/<

)

'

本文检测的
(L#H

属于
bẀ

#

2L

6

C

属于
Ud"

#

Q

(<F

#

7

*

:#"C

属于
"Ub

#均为质子泵'

BH@![)

是重要的鲍曼不动杆

菌外排泵系统#调控基因为
(L#T

#

(L#!

'比较基因组学研究发

现#表现为多药耐药的
!R,

株存在
BH@![)

外排泵系统#而敏

感株$

"̀ d

株%则无该外排泵系统(

>/7&

)

'因此#

(L#H

基因可作

为
BH@![)

外排泵标志'

BH@![)

外排泵系统外排
#

/

内酰胺类

药物*氨基糖苷类药物*红霉素*氯霉素*四环素(

77

)

#并且外排

四环素类新药111替加环素(

7(

)

'

2L

6

C

编码多种药物外排泵

基因#被其外排药物种类繁多#最主要为外排氯霉素'也能外

排喹诺酮类药物#氨基糖苷类药物以及利福平*四环素*红霉

素*磺胺等广谱抗菌剂和溴乙锭*结晶紫*普鲁黄*罗丹明等抗

菌染料(

7'

)

'

Q

(<F

#

7

基因表达细菌多种化合物外排泵'能外

排季胺类$苯扎溴铵*苯扎氯铵*度米芬%*双胍类$氯己定%*碱

性染料$孔雀石绿%等消毒剂*防腐剂*抗菌染料(

.

)

'

本组
(&

株
U b̀/![!

菌株
(L#H

*

2L

6

C

*

Q

(<F

#

7

基因均

有检出#且阳性率极高$

.%P

%'除
'

*

%

号株外#其余
7>

株菌株

都同时携带了
(L#H

*

2L

6

C

*

Q

(<F

#

7

等
'

种外排泵基因#

(L#H

*

2L

6

C

*

Q

(<F

#

7

等
'

种基因均编码宽范围抗菌剂$包括

抗菌药物*消毒剂%外排泵'极高的阳性率也解释了这些菌株

高耐药部分原因'
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医学统计工作的基本内容

按工作性质及其先后顺序#可将医学统计工作分为实验设计*收集资料*整理资料*分析资料'实验设计是开展某项医

学研究工作的关键#包括医学专业设计和统计学设计#医学专业设计的内容包括研究对象纳入和排除标准*样本含量*获取

样本的方法*分组原则*观察$检测%指标*统计方法等'收集资料的方法包括各种试验*检测或调查#要求资料完整*准确*及

时*有足够数量*具有代表性和可比性等'整理资料包括原始资料的检查与核对*对资料进行分组与汇总等'分析资料即对

资料进行统计学分析#包括进行统计描述和统计推断'
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