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!

比较
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种基因分型方法在鲍曼不动杆菌中的应用$方法
!

采用琼脂稀释法检测重症监护室"

&U/

#分离的
)*

株鲍曼不动杆菌的最小抑菌浓度"

Y&U

#&分别以肠杆菌科基因间重复一致性序列"

Q%&U

#(基因外回文重复序列"

%Qb

#及随机多

态性核苷酸序列"

%"bZ

#为引物进行
bU%

扩增!利用电泳指纹图谱进行基因分型!并进行聚类分析$结果
!

)*

株鲍曼不动杆菌

仅对头孢哌酮%舒巴坦有较低的耐药率&

Q%&U:bU%

基因分型法的扩增条带最为丰富!能扩增出
;

$

3

个条带!

%"bZ

和
%Qb:bU%

扩增条带较少!分别扩增出
(

$

.

和
(

$

;

个条带&

)

种方法分别将
)*

株鲍曼不动杆菌分为
;

(

;

(

)

个群$结论
!

头孢哌酮%舒巴

坦对于多重耐药鲍曼不动杆菌依然有较好的敏感性&本试验初步证实
)

种方法均可作为鲍曼不动杆菌基因分型的可选方法!

Q%&U:bU%

较另外两种方法扩增条带更丰富!分辨率更好$

关键词"肠杆菌科基因间重复一致性序列&

!

随机多态性核苷酸序列&

!

基因外回文重复序列&

!

鲍曼不动杆菌&

!

基因分型
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基因分型在医院感染的暴发流行中有着重要的意义#目前

对病原菌常用的分子生物学方法有质粒分型*核糖体分型*脉

冲场凝胶电泳$

b![Q

%分型及聚合酶链反应$

bU%

%指纹图谱分

型(

(

)

'其中#

b![Q

以其分辨率高*重复性好*结果稳定*易于

标准化等优点被国内外流行病学研究者广泛接受#并被认为是

细菌分子生物学分型技术的,金标准-

(

+

)

#但
b![Q

操作复杂#

所需时间长且费用昂贵#对试验室条件要求比较高#不利于大

范围推广'鉴于此#本研究选择肠杆菌科基因间重复一致性序

列$

Q%&U

%*基因外回文重复序列$

%Qb

%及随机多态性核苷酸

序列$

%"bZ

%

)

种简便*快速的
bU%

指纹图谱分型方法对临床

分离的鲍曼不动杆菌进行基因分型#并比较其在鲍曼不动杆菌

基因分型中的应用优势'

D

!

资料与方法

D-D

!

一般资料
!

收集徐州医学院附属医院
+*(;

年
)

$

.

月

重症监护室$

&U/

%分离的非重复鲍曼不动杆菌
)*

株#其中分

离自痰液标本
+,

株#血液标本
+

株#尿液*脓液标本各
(

株'

D-E

!

仪器与试剂
!

主要仪器有
bC<A97f:(**

全自动细菌鉴定

药敏分析仪$美国
VZ

公司%*

"V&+3+*bU%

扩增仪$美国
"V&

公司%*

Zee:5U

型 电 泳 仪 $北 京 六 一 仪 器 厂%*

V7<8C79A

[AFT(5.*

凝胶成像分析系统$上海欧翔科学仪器有限公司%'

主要试剂有
bU% Y?8BA@Y7f

试剂$北京百泰克生物技术公

司%*

Y:S

琼脂试剂$英国
Pf<7D

公司%'

D-F

!

抗菌药物敏感性试验
!

参照美国临床实验室标准化协会

$

U1O&

%推荐#采用琼脂稀释法检测
2

种抗菌药物最小抑菌浓

+

.2((

+

国际检验医学杂志
+*(.

年
.

月第
),

卷第
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I
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度$

Y&U

%值#结果参照
+*()

版
U1O&

标准判读(

)

)

'

D-G

!

基因分型
!

煮沸法提取细菌
Z$"

'按照以下引物序列

进行
bU%

扩增(

;:.

)

!

Q%&U(%

!

.j:"'[ '"" [U'UU' [[[

["''U"U:)j

#

Q%&U+

!

.j:""['""['["U'[[[['[

"[U[:)j

&

%Qb(%

!

.j:&&&[U[UU[&U"'U"[[U:)j

#

%Qb+

!

.j:"U[ 'U' '"' U"[ [UU '"U

&

%"bZ

!

.j:["[ [['

[[U[[''U'

'扩增体系均采用
.*

#

1

扩增体系#反应条件

Q%&U:bU%

*

%Qb:bU%

!

2; ^

预变性
.079

#

2; ^ ;.8

#

;* ^

;.8

#

,.^5079

#经
).

个循环#最后一个
,.^

延长至
(,079

'

%"bZ

!

2;^

预变性
.079

#

2;^;.8

#

),^;.8

#

3+^+079

#

经
;*

个循环#最后一个
3+^

延长至
(*079

'以上每种方法均

扩增
)

次#产物经
(-.4

的琼脂糖凝胶电泳#用凝胶成像分析

系统进行分析#根据电泳的指纹图谱对菌株进行基因分型'

D-T

!

聚类分析
!

利用
$'8

I

8+-(A

分析系统#采用非加权组平

均法$

/b[Y"

%对
)*

株细菌进行聚类分析'

E

!

结
!!

果

E-D

!

药敏试验结果
!

琼脂稀释法检测
Y&U

值#表
(

结果显

示!

)*

株鲍曼不动杆菌仅对头孢哌酮"舒巴坦有较低的耐药

率#对其余抗菌药物均呈高水平耐药'

E-E

!

基因分型结果
!

)

种方法均扩增
)

次#得出的电泳指纹

图谱较一致#重复性较好'

Q%&U:bU%

扩增出
;

$

3

个条带#

相对分子质量
((*H

>$

+](*

)

#将
)*

株菌株分为
%

$

+)

株%*

&

$

.

株%*

'

$

(

株%*

0

$

(

株%

;

型'

%"bZ

扩增出
(

$

.

个条

带#相对分子质量
)5*H

>$

+-+](*

)

#将
)*

株菌株分为
%

$

+.

株%#

&

$

+

株%#

'

$

+

株%#

0

$

(

株%

;

型'

%Qb:bU%

扩增出
(

$

;

个条带#相对分子质量
(.*H

> $

+](*

)

#将其分为
%

$

+.

株%#

&

$

;

株%#

'

$

(

株%

)

型'其中#

(+

号菌株由
Q%&U

的
&

型

归类为
%"bZ

的
'

型#归类为
%Qb

的
&

型#

(;

号菌株由
Q%&U

的
&

型归类为
%"bZ

的
&

型#归类为
%Qb

的
%

型#其他菌株

不存在分型差异'

E-F

!

聚类分析结果
!

)*

株菌株经聚类分析$图
(

%#按照
5*4

的相似系数#

Q%&U:bU%

将其分为
;

个群#

%"bZ

将其分为
;

个群#

%Qb:bU%

将其分为
)

个群'聚类分析显示
(+

号和
(;

号菌株的分型差异与
bU%

指纹图谱显示的结果相符合'

表
(

!!

)*

株鲍曼不动杆菌药敏试验结果

抗菌药物
Y&U.*

$

0

L

"

1

%

Y&U2*

$

0

L

"

1

%

耐药率

$

4

%

Y&U

范围

$

0

L

"

1

%
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,; (+5 (**-* )+
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.(+
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.(+
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阿米卡星
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环丙沙星
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.(+

亚胺培南
)+ (+5 (**-* )+
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+.,

美罗培南
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!

Q%&U:bU%

基因分型图谱&

V

!

%"bZ

基因分型图谱&

U

!

%Qb:bU%

基因分型图谱&

"V*(:)*

!鲍曼不动杆菌
(:)*

号&

%

:

0

!菌株型别'

图
(

!!

)*

株鲍曼不动杆菌基因分型图谱

F

!

讨
!!

论

鲍曼不动杆菌是临床常见的条件致病菌#亦是引起院内感

染的主要病原菌之一'

&U/

患者由于病情危重*住院周期长*

接受介入性治疗*免疫力严重低下等原因较易引起感染'本研

究结果显示#

&U/

病区的鲍曼不动杆菌主要引起呼吸系统感

染#且分离菌株均为高水平耐药的多重耐药菌株#头孢哌酮"舒

巴坦是仅有的对鲍曼不动杆菌具有良好抗性的药物#但仍需要

对其合理使用#防止造成普遍耐药'

由于克隆流行所造成的鲍曼不动杆菌医院内感染在国内

外均有所报道(

,:3

)

#其流行机制主要为耐药基因通过转移元件

在不同菌株间的水平传播'因此#准确的基因分型对了解细菌

是否存在院内暴发流行*预防和控制多重耐药菌的传播*指导

临床感染控制工作具有重要意义'在病原菌基因分型的方法

中#

bU%

指纹图谱分型具备简便*经济*快速等特点#较易被推

广'

%"bZ

利用单个随机多态核苷酸序列$通常为
5

$

(*

个

碱基对%为引物来扩增基因组
Z$"

#由于基因组
Z$"

序列不

同#就会产生不同的指纹图谱#其灵敏度高#但重复性易受模板

完整性*退火条件的影响(

.

)

'

%Qb:bU%

和
Q%&U:bU%

是基因

+

,2((

+

国际检验医学杂志
+*(.

年
.

月第
),

卷第
2

期
!

&9BX1?HYAD

!

Y?

I

+*(.

!

#<F-),

!
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间重复序列中的两个重要技术(

5

)

#利用细菌基因组中广泛存在

的短重复序列#通过电泳条带比较分析#揭示基因组间的差异'

在本研究中#这
)

种基因分型方法对鲍曼不动杆菌的基因分型

结果显示!$

(

%每种方法
)

次扩增所得出的条带数量及相对分

子质量大小较一致#说明在本试验条件下#

)

种方法具有较好

的可重复性'$

+

%试验中
%Qb:bU%

和
%"bZ

虽能够满足分型

需求#但扩增条带并不丰富#分析可能原因是技术水平的限制#

以及试验中仅对扩增条件做了优化而未对扩增体系进行优化'

$

)

%

)

种基因分型方法对个别菌株的分型存在差异#可能是因

为
)

种方法作用于基因组
Z$"

锚定位点的不同所致(

2

)

#但并

不影响整体的分型结果'有文献报道#在鲍曼不动杆菌的基因

分型中#

Q%&U:bU%

分辨力较强#结果较为可靠#并且与,金标

准-

b![Q

有一定的相关性#说明
Q%&U:bU%

有其自身的优势#

本研究亦证明其较另外两种方法有较好的分型效果'

)*

株菌

株经聚类分析后#得到与电泳指纹图谱分型相一致的结果#说

明在不进行统计分析的情况下#根据电泳条带的数量和相对分

子质量大小进行分类亦可达到较好的分型结果'

研究结果表明#多重耐药的
%

型流行株已在该院
&U/

病

区广泛存在#且
%

型流行株的多重耐药谱较为相似#分析原因

可能为携带多种耐药基因的接合性质粒等遗传元件在不同菌

株之间的传递从而导致多重耐药性的传播#对此#还需进一步

试验证实'

综上所述#该院
&U/

病区存在鲍曼不动杆菌多重耐药现

象#头孢哌酮"舒巴坦对其依然有较好治疗效果'初步试验证

明#

)

种
bU%

指纹图谱基因分型方法均可作为简便*经济*快

捷的基因分型方法对鲍曼不动杆菌进行分型'其中#

Q%&U:

bU%

扩增条带较多#分辨率较好#但本研究仅局限于
)*

株菌

株#还有待扩大试验菌株数量#同时结合,金标准-分型方

法444

b![Q

进一步比较分析#以得出更为准确的结论'
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文献法和专家咨询法等方法估算样本含量#这些方法主观因素

对估算结果影响大#而统计软件由于操作简单#考虑的客观因

素多#计算结果相对合理'统计软件除了本文介绍的
b"OO

软

件和
OB?B?

软件外#还有
9cGA@

I

"DJ78<@

软件*

O?0

>

FAb<MA@

软件$

ObOO

公司研发%*

O"O"

软件和
O"O

软件等#使用方法

都大同小异'本文采取的
)

种方法计算结果不相同但却都是

合理有效的#因为医学试验研究中样本含量不是唯一的#不同

的研究方法*研究目的#研究要求和研究资料决定了不同的样

本含量#从表
(

中可看出样本含量也并不是越大越精确'这些

样本含量估算方法参考了研究个体的变异度*研究结果的精确

度$抽样误差%#但未考虑研究成本*可行性与伦理学要求对样

本含量的影响'

总之#估算样本含量的方法有许多#统计软件具有更客观*

更全面和简单方便的优势#在参数选择正确的情况下其计算结

果都是合理有效的#试验研究人员要熟练掌握和运用#并以其

计算结果为依据#正确分析试验研究性质#再综合考虑研究成

本*可行性与伦理学要求对样本含量的影响#最终确定合适的

样本数'
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