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了解鲍曼不动杆菌整合子分布情况!探讨
(

类整合子与其耐药性的关系%方法
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琼脂稀释法检测
F*

株鲍曼

不动杆菌耐药率!聚合酶链反应"

V!U

$检测
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类整合子基因#对
(

类整合子阳性菌株进行可变区扩增及序列分析%结果
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类整合子检出率为
F,D
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F*

$!未检出
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类整合子#
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类整合子阳性菌株对
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种抗菌药物的耐药率高于阴性菌株"
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类整合子阳性菌株可变区扩增阳性!序列分析显示携带
(

种耐药基因
MMI/@
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和
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%结论
"(

类整合子与鲍曼不动杆菌耐药性密切相关!在鲍曼不动杆菌多药耐药性形成机制中起重要作用%
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近年来#广谱抗菌药物的滥用导致鲍曼不动杆菌检出率及

耐药率逐年攀升#并呈从单一耐药向多药耐药发展的趋势'

'$@

(

)

整合子作为具有移动性的遗传单位#是介导细菌产生多药耐药

性的主要机制)本研究旨在了解整合子在临床分离鲍曼不动

杆菌中的分布情况#并进一步探讨整合子与其耐药性的关系)
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材料与方法
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菌株来源
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年
'

月至
%,''

年
'

月海慈医院分离的

鲍曼不动杆菌
F*

株$同一患者无重复菌株&#来源包括痰液*血

液*尿液*分泌物#均经
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微生物鉴定系统
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卡鉴定)质控菌株铜绿假单胞菌
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和大肠埃希菌
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由海慈医院微生物实验室保存)
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仪器与试剂
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全自动微生物鉴定仪

$法国生物梅里埃&#

W67$V

型多点接种仪$日本
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&#

7M0>0#VG$',,

型电泳仪$北京原平皓生物技术有限公司&#

V7!$%,,

型扩增仪*凝胶成像系统$美国伯乐&)哌拉西林*哌

拉西林"他唑巴坦*左氧氟沙星*环丙沙星*头孢哌酮"舒巴坦*

头孢曲松*头孢他啶及头孢吡肟购自中国药品生物制品检定

所%庆大霉素*氯霉素*阿米卡星*亚胺培南及美罗培南购自杭

州默沙东公司%
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试剂盒$美国
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&)引物由上海赛百

盛基因技术有限公司合成)

E)G

"

方法
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&药物敏感试验!采用琼脂稀释法检测菌株对

'@

种抗菌药物的最低抑菌浓度$

W6!

&#试验方法及结果判断

参照美国临床和实验室标准化协会$
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&最新标准)$
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合酶基因及
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类整合子可变区基因扩增!煮沸法提取细菌
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#
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*
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类整合酶基因扩增引物及反应条件参照文献
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(#对
(

类整合酶基因阳性菌株进行
(

类整合子可变区基因

扩增#扩增引物及反应条件参照文献'
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(#聚合酶链反应$
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&

产物经琼脂糖凝胶电泳后采用凝胶成像系统照相保存结果%引

物序列见表
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产物测序!由上海英骏生物技术有限

公司采用
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测序仪完成进行
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产物双

向测序%结果在
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中比对分析)
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统计学处理
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电泳结果见图
'

)随机选择
@

个样本进行测序及比对#与
.10$

-M0T

基因序列
/̂F@,'CA)'

同源性为
',,D

)

F)F
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类整合子阳性和阴性菌株对
'@

种抗菌药物的耐药率

比较见表
%

)

+

% 检验显示#

(

类整合子阳性菌株对各种抗菌药

物的耐药率均高于阴性菌株$

D

$
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"

(C

株
(

类整合子阳性菌株中#

(

类整合子可变区基因扩

增阳性检出率为
C%D

$

(F

"

(C

&#且产物片段大小一致)随机选

择
(

个样本进行测序及比对#发现整合子可变区与
.10-M0T

序列
/bC%%C+C

同源性为
CCD

#均含有
MMQ/'

#
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耐药基因)
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分子标记%

%

!阴性对照%

(

!阳性对照%
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!临床菌株)

图
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类整合酶基因
V!U

产物电泳结果

表
%
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类整合子阳性和阴性菌株耐药率比较#

D

%

抗菌药物 阳性菌株$

#_(C

& 阴性菌株$

#_%F

&

哌拉西林
CF)+ *')C

哌拉西林"他唑巴坦
F')( ',)F

头孢曲松
+A)% '*)A

头孢他啶
++)+ 'F),

头孢吡肟
+,)( %*)C

亚胺培南
(F)@ %),

美罗培南
(+)A ()*

庆大霉素
+,)% (,)%

阿米卡星
+C)% '')*

环丙沙星
A+), (,)'

左氧氟沙星
+A)A (,)*

氯霉素
',,), AF)+

头孢哌酮"舒巴坦
(+)+ ()%

氨曲南
+A)@ (@)'
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整合子
$

基因盒系统由
aM==

等'

A

(于
'CC'

年提出#是细菌

基因组中可移动的遗传物质#携带位点特异性重组系统组分#

可将许多耐药基因盒整合在一起#从而形成细菌多药耐药性)

整合子与鲍曼不动杆菌多药耐药性密切相关)尤其是在抗菌

药物选择性压力下#整合子不断进化#生成新的耐药形式#使鲍

曼不动杆菌感染更加难以治疗)整合子根据基因序列不同可

分为
F

类#

(

*

*

*

)

类整合子与耐药性的关系较为明确#其中

以
(

类整合子最为常见)

(

类整合子基因包括位于两端的
*h

!G

和
(h!G

#以及中间的可变序列%

*h!G

包括编码整合酶的
30$

:6

基因和
'

个启动子#

(h!G

包括
(

个开放阅读框架$

ZU5

&!磺

胺耐药基因$

9O=6

&*季铵盐化合物溴乙锭耐药基因$

c

MI#/'

&

和
'

个功能尚不明确
ZU5

'

+$',

(

)

本研究中#

(

类整合子基因阳性率为
F,D

$

(C

"

F*

&#与其

他学者报道基本一致'

''$'%

(

#未检出
*

及
)

类整合子%

(

类整合

子阳性菌株对
'@

种抗菌药物的耐药率均高于阴性菌株$

D

$

,),*

&#提示
(

类整合子与鲍曼不动杆菌耐药性密切相关#在介

导鲍曼不动杆菌多药耐药性中起重要作用)但
(

类整合子阴

性鲍曼不动杆菌对多种抗菌药物的耐药率也较高#表明鲍曼不

动杆菌多药耐药性不仅与
(

类整合子相关#也可能与其他耐药

机制相关)

(C

株
(

类整合子阳性菌株中#有
(F

株可扩增出可

变区片段#可能是因为整合子基因较整合子可变区基因更易扩

增#且可变区扩增引物是根据
(h!G

和
*h!G

序列设计的#而少

数
(

类整合子没有
(h!G

#故以扩增整合子可变区筛选整合子

易造成漏检)对
(

类整合子可变区
V!U

阳性产物的比对分析

发现其包含
(

个耐药基因!

IM:-+

*

MMI/@

和
MMQ/'

#其中
IM:-+

编码氯霉素乙酰转移酶#引起氯霉素耐药性%

MMI/@

编码
Fh$"$

氨基糖苷乙酰转移酶#引起妥布霉素*阿米卡星耐药性%

MMQ/'

编码氨基糖苷核苷转移酶#引起大观霉素和链霉素耐药性)整

合子系统普遍存在#且与细菌多药耐药性密切相关)因此#应

积极对整合子及整合子耐药基因盒进行监测#从而预测并控制

细菌耐药性)
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