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ＩＣＵ患者多重耐药定植菌与感染菌基因同源性研究
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　　摘　要：目的　研究ＩＣＵ患者肠道定植菌与感染菌基因的同源性，为制定控制多重耐菌医院感染措施提供流行病学和分子

生物学依据。方法　对ＩＣＵ患者肛拭子分离出的多重耐药定植菌与同一患者临床标本分离出的相同多重耐药菌进行配对，采用

Ｄｉｖｅｒｓｉｌａｂ自动化重复序列ＰＣＲ分型系统，分析肠道多重耐药定植菌与感染菌基因的同源性。结果　选取４对多重耐药定植菌

与患者入院时临床标本分离出的相同多重耐药菌进行同源性检测，２对有同源性、２对无同源性；选取４对多重耐药定植菌与患者

医院感染临床标本分离出的相同多重耐药菌进行同源性检测，４对均有同源性。结论　ＩＣＵ患者多重耐药定植菌与感染菌基因

具有同源性，多重耐药定植菌可以引起医院感染的发生，临床上应加强多重耐药定植菌患者的管理。
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　　近年来，由于抗菌药物的使用广泛，细菌的耐药程度越来

越严重，细菌的耐药率比欧美等发达国家高，并呈逐年上升趋

势［１］，如何有效预防和控制多重耐药菌医院感染成为了重大公

共卫生问题。国内关于多重耐药菌医院感染的预防和控制的

研究大都处于现状调查阶段，缺少干预性研究来证明何种预

防、控制方法有效。本课题研究从源头上开展研究，从多重耐

药菌定植情况，多重耐药定植菌与感染菌的关系，以及去定植

方法的研究，探索预防和控制多重耐药的前瞻性措施。现将研

究方法和结果报道如下。

１　材料与方法

１．１　定植菌与感染菌菌株来源　定植菌菌株是从ＩＣＵ患者

入院时肛拭子分离出的多重耐药鲍曼不动杆菌、产ＥＳＢＬｓ大

肠埃希菌、产ＥＳＢＬｓ肺炎克雷伯菌。社区感染细菌是从ＩＣＵ

同一患者入院时采集的标本分离出的相同细菌且药敏结果完

全相同的菌株。医院感染细菌是从ＩＣＵ同一患者发生医院感

染时采集的标本分离出的相同细菌且药敏结果完全相同的

菌株。

１．２　仪器与试剂　ＶＥＴＩＫ３２微生物鉴定仪，Ａｇｉｌｅｎｔ生物分

析仪，Ｄｉｖｅｒｓｉｌａｂ分析软件；凝固酶试剂、ＤＮＡ 提取试剂盒、

ＰＥＰＰＣＲ试剂盒、微流芯片，试剂批号：２７０６３３。以上仪器、试

剂均为法国生物梅里埃公司提供。

１．３　ＲＥＰＰＣＲ操作方法　按照 Ｄｉｖｅｒｓｉｌａｂ自动化分型系统

要求操作，细菌在肉汤琼脂平皿上培养过夜，取细菌１环（１０

μＬ接种环），用ＤＮＡ提取试剂盒提取细菌基因组ＤＮＡ，ＤＮＡ

浓度使用琼脂糖电泳法定量，模板浓度要求在２５～５０ｎｇ／μＬ，

提取的ＤＮＡ置－２０℃备用。ＲＥＰＰＣＲ体系为２５μＬ：ＲＥＰ

ＰＣＲＭＭ１１８．００μＬ，ｐｒｉｍｅｒＭｉｘ２．００μＬ，１０×ＰＣＲｂｕｆｆｅｒ和

ＡｍｐｌｉＴａｇＤＮＡＰｏｌｙｍｅｒａｓｅ分别为２．５、０．５μＬ，基因组ＤＮＡ

模板２μＬ。ＲＥＰＰＣＲ参数为：预变性９４℃，２ｍｉｎ，变性９４

℃，３０ｓ，退火４５℃，３０ｓ，延伸７０℃，１．５ｍｉｎ，共３５个循环。

最后延伸延伸７０℃，３ｍｉｎ。将ＰＣＲ产物加载到微流芯片，通

过Ａｇｉｌｅｎｔ生物分析仪进行电泳，探测产物的荧光强度，绘制
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电泳片段峰式坐标图和模拟胶样指纹图。最后使用Ｄｉｖｅｒｓｉｌａｂ

分析软件进行结果的阅读和分析。

１．４　同源性的判定标准　将聚类结果的Ｃｕｔｏｆｆ值选择在

９５％
［２］，菌株间相似性大于９７％且胶样图无条带差别认定为

相同菌株；相似性大于９５％，有１条条带不同认定为相似；相

似性小于或等于９５％，有２条及２条以上不同条带认定为不

同菌株。

２　结　　果

２．１　４对定植菌与社区感染细菌ＰＥＰＰＣＲ相似性比较图　

见图１（见《国际检验医学杂志》网站主页“论文附件”）。４对菌

株中ｃｚ３３、ｃｚ３４是一对鲍曼不动杆菌，感染标本为痰标本，相

似性９４．９％，ｃｚ３５、ｃｚ３６是一对肺炎克雷伯菌，感染标本为尿

标本，相似性９０．６％，两对基因相似性小于或等于９５％，基因

无同源性；ｃｚ３７、ｃｚ３８是一对大肠埃希菌，感染标本为痰标本，

相似性９８．１％；ｃｚ３９、ｃｚ４０也是一对大肠埃希菌，感染标本也

为痰标本，相似性９９％，两对相似性大于９５％，基因具有同源

性。ｃｚ３５、ｃｚ３６胶样图条带差异见图２（见《国际检验医学杂

志》网站主页“论文附件”）；ｃｚ３９、ｃｚ４０胶样图条带差异见图３

（见《国际检验医学杂志》网站主页“论文附件”）。

２．２　４对定植菌与医院感染细菌ＰＥＰＰＣＲ相似性比较图　

见图４（见《国际检验医学杂志》网站主页“论文附件”）。４对菌

株均为大肠埃希菌，ｃｚ４０、ｃｚ４２相似性９９．７％，ｃｚ４３、ｃｚ４４相似

性９９．２％，ｃｚ４５、ｃｚ４６ 相 似 性 ９９．１％，ｃｚ４７、ｃｚ４８ 相 似 性

９９．５％，相似性大于９５％，基因具有同源性。ｃｚ４７、ｃｚ４８胶样图

条带差异见图５（见《国际检验医学杂志》网站主页“论文附

件”）。

３　讨　　论

本研究４对菌株是从７２例ＩＣＵ患者中分离出来的，入院

时同时采集肛拭子和感染部位标本，有４对病原微生物相同且

药敏结果完全相同，两对相似性大于９５％，基因具有同源性，

说明肠道定植的多重耐药菌与感染性疾病有关系。４对菌株

中两对基因相似性小于或等于９５％的菌株，基因相似均大于

９０％且药敏表型完全相同的细菌分别是鲍曼不动杆菌和肺炎

克雷伯菌，基因相似性还是比较高，是否在细菌生长、繁殖过程

中部分基因发生了变异有待进一步研究［３４］；而两对大肠埃希

菌相似性９９％，基因具有同源性，是否说明大肠埃希菌在生

长、繁殖过程中基因比较稳定，不易发生变异，这也有待进一步

研究［５］。

本研究４对菌株均为大肠埃希菌，相似性大于９５％，基因

具有同源性。４对菌株均是从科研对照组１０１例病例中分离

出来的，均为医院感染病例，研究表明，肠道产ＥＳＢＬｓ大肠埃

希菌定植菌可以引起医院感染［６８］。在研究过程中还发现，肠

道多重耐药定植菌中产ＥＳＢＬｓ大肠埃希菌定植菌占９５％以

上，产ＥＳＢＬｓ大肠埃希菌定植菌是主要的肠道多重耐药菌，也

是引起医院感染的主要病原菌，应引起临床的高度重视；而实

验组９９例肛拭子分离的多重耐药菌使用复方氯己啶漱口液漱

口，口服金双歧每次２ｇ、每日３次进行肠道内去定植，结果未

分离出定植菌与医院感染相同的细菌，说明去定植措施

有效［９］。

此研究表明，ＩＣＵ患者多重耐药定植菌与感染菌基因具有

同源性，多重耐药定植菌可以引起医院感染的发生，临床上应

加强多重耐药定植菌患者的管理。ＩＣＵ的患者入院时肛拭子

筛查到多重耐药定植菌时均应进行隔离，同时做好手卫生、排

泄物管理、做好去定植措施等，预防多重耐药定植菌发生医院

内交叉感染。

志谢：四川省人民医院微生物检验室喻华主任检验师、刘

华主任检验师及梅里埃生物有限公司郭露副主任检验师的

指导。
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