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判定为产
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酶鲍曼不动杆菌!用
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纸片法进行确证试验!最后用聚合酶链反应验

证阳性株是否存在
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基因%结果
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株
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判断为产
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酶的菌株!经
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纸片法确证试验为阳性!其中
!"

株阳性

产酶株可以检测到
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基因%

!'"

株
*L7

判断为不产
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酶的菌株中!经
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纸片法验证均为阴性%结论
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*L7

可以很好地预测鲍曼不动杆菌产
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,

酶情况!有助于快速&准确地检测鲍曼不动杆菌这一相关耐药机制!为临床治疗多重

耐药鲍曼不动杆菌提供更有力的支持%
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头孢菌素酶是一种重要的
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内酰胺酶#而产生
$

5

内酰胺酶

是革兰阴性菌对
$
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内酰胺类耐药的主要原因(头孢菌素酶代

表酶为
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,

$
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内酰胺酶#属
,

类酶#在革兰阴性杆菌中头孢

菌素酶又叫
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,

酶(美国临床实验室标准化研究所$

,X7Z

&

制定了超广谱
$
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内酰胺酶$

L7)X=

&的检测方法和标准#但至今

仍未建立一种筛选和确证
*9
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,

酶的规范方法(

\Z6LR"

高

级专家系统$

*L7

&是一种计算机化药敏试验综合分析程序#在

检测抗菌剂敏感性结果的同时可以对一些耐药机制作出判断#

如获得性高水平青霉素酶'头孢菌素酶'

L7)X=

等(国内外已

有不少关于
*L7

细菌耐药机制准确性的评价#如对产
L7)X=

菌株或耐甲氧西林葡萄球菌判定准确性的评价等#但关于其对

鲍曼不动杆菌产
*9
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,

酶判断的准确性还鲜有报道(而近年

来
*9
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,

酶引起鲍曼不动杆菌耐药的报道逐年增多#甚至有

研究者认为产
*9

0

,

酶已成为鲍曼不动杆菌多重耐药的主要

原因)
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(本研究拟从不同方面验证和评价
\Z6LR"*L7

对鲍

曼不动杆菌产
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,

酶菌株的判定#以期更好地指导临床对

鲍曼不动杆菌感染的治疗(
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材料与方法
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月期间用
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鉴定为鲍曼不动

杆菌的菌株#其中
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判断
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酶阳性
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株#
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酶阴

性
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株(质控菌株为大肠埃希菌
*6,,"%(""

'铜绿假单胞

菌
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仪器与试剂
!
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全自动细菌鉴定及药敏分析系统

$法国生物梅里埃产品&%

)Z25-*.

电泳仪%

)Z25-*.QAAK"

成像仪%高速冰冻离心机%

T;>;*9

0

+,-7

N

=D;9(?&&+,-

仪(

\Z6LR"

细菌鉴定卡$
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&'药敏试验卡$
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&均

为法国生物梅里埃产品%
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检测抗菌剂包括!氨苄西

林'氨苄西林"舒巴坦'头孢唑林'头孢呋辛钠'头孢他啶'头孢

曲松'头孢吡肟'氨曲南'头孢替坦'哌拉西林'哌拉西林"他唑

巴坦'厄他培南'亚胺培南'庆大霉素'阿米卡星'环丙沙星'左

氧氟沙星'呋喃妥因'复方新诺明(引物由
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琼脂平板和营养肉汤均为广

州迪景微生物有限公司产品(
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方法
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菌株鉴定及药敏试验
!

所有临床分离菌株先用
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鉴定到种#用
*76T/5!'

药敏卡进行药敏检测#同时

用
R5)

纸片扩散法验证仪器检测结果准确性#试验方法与判断

标准参照
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酶表型确证试验
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参照文献)
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*利用头孢西丁和
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纸片试验进行
*9

0

,

酶确证$又叫
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纸片法&(
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酶结构基因的扩增
!

采用煮沸法提取细菌的
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个循环%最后再
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(扩增

产物经
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琼脂糖凝胶
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电泳
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#用凝胶成像仪观测

结果并拍照(
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统计学处理
!

采用
7+77!!#&

进行统计学处理#耐药率

的比较采用
%

" 检验(
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结
!!

果
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药敏检测结果
!

鲍曼不动杆菌产
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酶菌株比不产

*9

0

,

酶的菌株明显更为耐药#对第三代头孢耐药严重#头孢

噻肟'氨曲南耐药率为
!&&#&c

#头孢他啶耐药率为
('#'c

#头

孢吡肟的耐药率也高达
$$#?c

(除亚胺培南'美洛培南'阿米

卡星外#

*9
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酶阳性菌株与不产
*9

0

,

酶菌株耐药率差异

有统计学意义$

B

$

&#&%

&(见表
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$阿米卡星'亚胺培南'美罗

培南'哌拉西林"他唑巴坦采用校正
%

" 检验#其余抗菌剂直接

采用
%

" 检验计算
%
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鲍曼不动杆菌对不同抗菌剂耐药率比较
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酶阳性株%

'

!大肠埃希菌
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$阴性对

照&%

%

!

*9

0

,

酶阴性株(

图
!
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,

纸片法检测产
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0

,

酶的鲍曼不动杆菌

!!

!
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@
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C9
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,

基因扩增阳性%

4

!

./*

标记(

图
"
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,

基因琼脂糖电泳图

A#A

!

*9
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酶验证实验
!

!%

株
*L7

判定为产
*9

0

,

酶的菌

株中#用
*9

0

,

纸片法检测均显示阳性#见图
!

(

!'"

株不产

酶的菌株#经
*9

0

,

纸片法检测均为阴性(用三维试验对阴

性菌株
*9

0

,

酶检测#亦无阳性株发现#

*L7

与
*9

0

,

纸片

法'三维试验检测阴性符合率为
!&&c

(用
+,-

扩增
C9

0

,

基

因#检测结果发现
!%

株产酶菌株中有
!"

株阳性#阳性率为

3&c

#电泳结果见图
"
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讨
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鲍曼不动杆菌对
$

5

内酰胺类主要耐药原因与质粒或染色

体编码的
$

5

内酰胺酶生成有关#也可能与膜通透性改变'青霉

素结合蛋白的亲和力下降有关(按照
)J=E

分类方法#头孢菌

素酶代表酶为
*9

0

,

$

5

内酰胺酶#属
,

类酶(该酶几乎不被
$

5

内酰胺酶抑制剂所抑制#大量产生时可以对所有的
$

5

内酰胺类

抗菌剂耐药#所以头孢菌素酶又叫
*9

0

,

酶(它既可由染色体

介导#又可由质粒介导#被认为是目前革兰阴性杆菌中最危险的

耐药形式#其重要性已越来越引起人们的关注)

$

*

(近年来#

*9

0

,

酶在鲍曼不动杆菌耐药中起着越来越重要的作用#快速'

准确检测
*9

0

,

酶对临床合理用药具有至关重要的作用(

法国生物梅里埃
\Z6LR"*L7

由
"&&&

多个细菌耐药表

型和多达
"&&&&

种的最小抑菌浓度$

4Z,

&分布构成#基本涵

盖了目前临床耐药菌株中已经发现的主要耐药表型及机制(

其主要功能包括!$

!

&判断药敏试验结果表型与所鉴定菌种是

否相符#并在不一致的时候提出修改意见%$

"

&根据
\Z6LR"

检测的药敏结果推测可能存在的耐药机制#并根据耐药机制对

体外试验敏感而体内可能无效的抗菌剂进行结果修正%$

'

&根

据
,X7Z

规则和耐药机制推断
\Z6LR

系统未包括的相关抗菌

剂药物敏感性)

?

*

(但是
\Z6LR"*L7

是基于欧美国家医院的

菌株监测数据建立#与国内医院中的耐药表型可能存在一定差

异#需要用其他检测
*9

0

,

酶的方法对其进行评价和验证(

目前#比较常用的
*9

0

,

酶筛选方法主要有三维试验'改

良
QAK

F

;

试验'氯唑西林双纸片协同试验及
+,-

)

3

*

(本文所

用
*9

0

,

纸片法无需事先提取待测菌的
$

5

内酰胺酶#操作更

为简便(从验证结果来看#

*L7

判定为产
*9

0

,

的菌株用

*9

0

,

纸片法检测全部呈阳性#不产
*9

0

,

酶菌株结果均为

阴性(同时说明本院分离到的产
*9

0

,

酶鲍曼不动杆菌以质

粒型为主(质粒型
*9

0

,

酶又叫
0

*9

0

,

酶#特点为对第三代

头孢耐药#对第四代头孢如头孢匹罗'头孢吡肟和碳青霉烯类

如亚胺培南'美洛培南的水解能力低(部分
0

*9

0

,

酶对单环

$

5

内酰胺类有较高的水解能力(

0

*9

0

,

酶不被现有的酶抑制

剂抑制)

(

*

(从药敏结果检测情况来看#此次检测的鲍曼不动杆

菌产
*9

0

,

酶株对头孢噻肟'氨曲南耐药率为
!&&#&c

#头孢

他啶耐药率为
('#'c

#而亚胺培南'美洛培南耐药率极低#也

说明这
!%

株产
*9

0

,

酶鲍曼不动杆菌可能为质粒型(

虽然
\Z6LR"

和
*9

0

,

纸片法结果相符#但是在
!%

株产

*9

0

,

酶的鲍曼不动杆菌中有
'

株并没有扩增出
C9

0

,

基因(

C9

0

,

基因是
*9

0

,

酶的结构基因#但是合成
*9

0

,

酶还需要

C9

0

T

'

C9

0

.

'

C9

0

-

的调控参与)

!&

*

(本次试验检测出这
!%

株

鲍曼不动杆菌均产生
0

*9

0

,

#有可能与这
'

株
C9

0

,

基因阴

性的菌株质粒
./*

含量较低但是调控基因表达较强#高表达

*9

0

,

酶有关#所以虽然表型确证试验呈阳性但是却无法扩增

出
C9

0

,

基因(

本研究显示#

\Z6LR"*L7

能够对鲍曼不动杆菌产
*9

0

,

酶菌株进行同步'准确的判定#而且具有操作简便'快速'重复

性好的优点#可以作为本实验室检测
*9

0

,
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题#首先是要建立一个大家公认的检测
6,-,.-'

基因谱型

的#特异性'敏感性好'高通量'重复性好'操作简便'检测成本

低的技术#从而监测较大样本人群#排除个体差异#在
4Q,

相

同个体中找到同一疾病的共同的
-&KCL,.-'

亚家族#更好

地反映出疾病状态下机体克隆特异性
6

细胞的存在与分布情

况#从而用于疾病的诊断和治疗(

C̀>

F

等)

!

*利用实时定量
+,-

结合熔解曲线分析技术检

测出恶性淋巴瘤多克隆背景中的特异性克隆
6

细胞#该方法

对比了基因扫描方法#熔解曲线分析技术的敏感性和特异性达

到了
!&&c

和
(?c

(本研究利用这一技术建立了监测
QZ\

感

染者
6

细胞
!

'

$

链
,.-'

漂移的
V_5+,-

结合熔解曲线分析

技术方法#通过平行样检测与基因扫描对比#二者结果一致#并

且本研究建立的方法具有以下优点!$

!

&试验过程简单#

+,-

和
,.-'

谱型分析在封闭管中一步完成#能同时能对每个

-&KAL

家族的
,.-'+,-

产物进行相对定量和克隆增生情

况分析#发现特异性的
,.-'

%$

"

&操作简单#核酸提取'逆转录

$

I./*

合成&和
V_5+,-

所需人员的技术要求低#操作过程简

单#具有一般分子生物学理论和实验技能的人员就能进行(而

变性聚丙酰胺凝胶电泳扫描技术则需要专门的技术人员才能

得以进行#这项检测大多都需要由少数特定的专业实验室或测

序公司来进行%$

'

&实验周期短#本方法和变性聚丙酰胺凝胶电

泳扫描技术前期实验所花费的时间基本一致#但在监测
QZ\

感染者
6,-

!

'

$

链
,.-'

谱系漂移#发现
QZ\

感染者表位特

异性的
,.-'

这一环节#方法只需要
!#%E

左右#实验周期大

大缩短($

@

&研究成本低#本方法所采用的是
-;C:D89;+,-

4C=D;B48̂

试剂盒#单个样本的检测成本大约只有基因扫描

的
!

"

@

#节约研究经费#更有利于推广和应用(

综上所述#

V_5+,-

熔解曲线法监测
6,-

!

'

$

链
,.-'

谱

系漂移技术操作简便'实验周期短'研究成本低#特别适用于

QZ\

感染者外周血样本
6,-,.-'

谱系漂移的监测(
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