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比较几种分型技术在不动杆菌属同源性分析中的应用效果%方法
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用亚胺培南和美罗培

南体外筛选不动杆菌属碳青霉烯类耐药突变菌株!用核糖体
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扩增片段限制性内切酶分析"
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四种分型技术分析亲代敏感菌株和耐药突变菌株的同源

性%结果
!

碳青霉烯类亲代敏感株和耐药突变菌株
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结果一致!包含了基因组
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不动杆菌及
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A?MR7

种方法对菌株进行分型后!发现每个

株菌的体外选择耐药突变株和亲代敏感菌株的同源性密切相关#
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和
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的分辨力比
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W0/

亲代敏感菌株及其耐药突变菌
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个条带以上!无亲缘关系#
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密切相关#
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显示!与

其他分型方法相比!表现为遗传背景一致的菌株具有相同的
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型!尽管基因组
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型不动杆菌和基因组
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型不动杆菌扩增效果不好%结论
!

;<OD

和
D'YBE:'(&@

适用于实验室快速同源性分析!两者区分不好的再选用
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不动杆菌属!尤其是鲍曼不动杆菌是医院内感染

的重要致病菌之一#不动杆菌容易在医院内引起暴

发流行!特别是在
=KX

中#由于不动杆菌的广泛传播

可以在医院内!甚至是医院间#因此!如何建立起一

套可靠"有效的分子流行病学方法!追踪不动杆菌流

行克隆的传播规律将有助于医院对感染的控制!具有

重要价值#本研究在体外模拟在抗菌药物选择性压

力的作用下!对碳青霉烯类抗菌药物敏感的不动杆菌

变成耐药突变菌株!原则上亲代敏感和耐药突变菌株

应为亲缘关系密切相关!可以很好地评价目前常用分

型方法在同源性分析方面的应用#
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材料与方法
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株碳青霉烯类敏感的不动杆菌$鲍曼不

动杆菌
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.0

"

b
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#其

中
Z

W.!

"

Z

W0/

对喹诺酮类"头孢菌素类"氨基糖苷类

等抗菌药物均耐药!但对碳青霉烯类敏感/其他
7

个

菌株对各种抗菌药物均敏感#其他使用的耗材包括

一次性接种环'意大利
KTO<G

公司!规格
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枪头'
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"
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?

("
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管'北京欣隆福医药销售

有限公司!
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&

?

"

/1.%?

和
-1"%?

("一次性无菌

塑料培养皿'青岛阿尔发医疗器械有限公司!环氧乙

烷灭菌!规格
6"%%m/.%%
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$1%

!

仪器与试剂

$1%1$

!

仪器
!

涡旋混合器'海林市其林贝尔仪器制

造有限公司("

KU#S$A&

ZZ

BE

脉冲场凝胶电泳仪'美

国伯乐
J=T$;<D

公司("

XF

凝胶成像紫外分析仪

'美国伯乐
J=T$;<D

公司("电子天平'

DB+YBE=+$

:>EW%B+>K3%

Z

&+

)

!型号
<<$-."

("

G&+3CE3

Z

-"""

分

光光度计'基因有限公司("

XF

凝胶成像紫外分析仪

'北京宾达英创新科技有限公司("

<

,

'(B+>-/""J'3$

&+&(

)

bBE

"

J'3OH3>3%B>BE

生物分光光度计'德国
#

Z

$

Z

B+C3̀

公司("

DG<?&@KH'

Z

"芯片涡旋器"凝胶注射

器"电脑"不间断电源"

<J=!8!"N?

测序仪"计时器

'

@'3AnE'BW*

配套提供(#

$1%1%

!

试剂培养基
!

血琼脂平板"胰大豆
RMJ

肉

汤"

AU

平板为英国
T*3'C

公司产品/亚胺培南和美

罗培南
#$>B:>

条为
@'3AnE'BW*

公司产品/美罗培南"

亚胺培南药敏纸片为英国
T*3'C

公司产品/

<

Z

&=

内

切酶和蛋白酶
Q

为
G#J

公司产品/低熔点琼脂糖

MB&QB%I3(C&

,

&E3:B

为
M'

,

%&

公司产品/

#DR<

"十

二烷基肌氨酸钠"

RE':

碱购自北京鼎国生物公司/

D'$

YBE:'(&@

试剂盒为
@'3AnE'BW*

公司产品#普通
OK;

试剂$

-mR&

c

OK;M>&EA'*

及
DG<

标志物
D?-"""

!

K̀3=

"

<(W=

"

A@3=

"

;:&=

"

A:

Z

=

五种限制性内切酶购自

R<Q<;<

公司/

/0MEDG<

基因扩增引物由上海生工

生物工程技术服务有限公司合成/

-m#&:

)

R&

c

OK;MW$

Z

BEA'*

购自北京全式金生物技术有限公司/电泳用琼

脂糖为
J'3aB:><

,

&E3:B

'西班牙琼脂糖(#

$1&

!

方法

$1&1$

!

体外筛选不动杆菌碳青霉烯类耐药突变菌株

并用
<;D;<

进行分子水平鉴定
!

体外筛选不动杆

菌碳青霉烯类耐药突变菌株!参考文献%

/

&进行#并

用
#$>B:>

条测定亚胺培南和美罗培南体外药敏结果#

<;D;<

分子水平鉴定参考文献%

-

&进行$每批
OK;

反应均以
CCU

-

T

作为阴性对照!以鲍曼不动杆菌

<RKK/60"0

作为阳性对照#阳性对照酶切结果正

确!阴性对照
OK;

产物无条带!结果方可信#

$1&1%

!

随机扩增
DG<

多态性'

;<OD

(

!

按照参考

文献%

!

&提供的引物和实验方案!引物设计如下$

<$

%BE..d$IKKIIIIKKR$!d

#采用
."

&

?OK;

反应

体系!各成分及浓度如下$

DG<

模板
7

&

?

!

CGRO:

"1-%%3(

)

?

!

A

,

K(

-

-%%3(

)

?

!

R&

c

聚合酶
/1-.

X

!

OE'%BE:/

Z

%3(

)

&

?

#

OK;

反应条件为$预变性
67

k.%'+

/按以下
!

步进行
7"

个循环!变性
67k!"

:

!退火
!!k!":

!延伸
8-k7":

/最后
8-k

延伸
/"

%'+

#将
OK;

产物用
-L

的琼脂糖凝胶电泳!在电压

//"F

条件下!电泳时间
-H

#然后根据电泳结果对

OK;

产物进行分型$条带相差在
-

个条带以上认为无

亲缘关系#

$1&1&

!

脉冲场凝胶电泳'

OSI#

(

!

本研究
OSI#

的

具体步骤同文献%

7

&中的描述#结果的判读是按照美

国疾病控制和预防中心的
R#GTF#;

等%

.

&推荐的方

法来进行的#条带相差
8

条及以上的认为无亲缘关

系/相差
7

'

0

条带的认为可能相关图谱完全相同的

定为一个型/相差
-

'

!

条带的认为亲缘关系密切/彼

此之间相差
/

条带的定为同一型的不同亚型/随机地

选择不同的字母如
<

"

J

"

K

等顺序分型#

$1&1'

!

D'YBE:'(&@

'

;B

Z

$OK;

自动分型系统(

!

严格

按照其说明说进行$细菌纯培养提取
DG<

!将菌株信

息录入
D'YBE:'(&@

软件!

;B

Z

$OK;

反应!准备
IB($D

)

B

A'*

!装载芯片!在
<

,

'(B+>-/""J'3&+&(

)

bBE

上利用微

流体
?&@KH'

Z

技术产生独特的
DG<

指纹图谱!利用

D'YBE:'(&@

软件进行指纹图谱分析#

$1&1(

!

多位点序列分析'

A?MR

(

!

不动杆菌
A?MR

中的
8

个管家基因分别为$

DG<

回旋酶亚基
J

'

,)

EJ

("葡萄糖脱氢酶
J

'

,

CHJ

("同源重组因子'

EB$

2<

("

0"\D

伴侣蛋白'

2

Z

+0"

("

0$

磷酸葡萄糖异构酶

'

,Z

'

("柠檬酸合成酶'

,

(><

("

;G<

聚合酶
/

因子

'

E

Z

3D

(#

A?MR8

个管家基因用
OK;

扩增并对扩增

后的产物进行序列分析$试验中本研究设计的引物为

*
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扩增和测序引物!

A?MR8

个管家基因及其对应的引

物详见表
/

!性能不好的引物用官方网站
H>>

Z

$))

Z

W@%(:>13E

,

)

&@&W%&++''

)提供的引物进行#

OK;

反

应体系为
."

&

?

$

-.

&

?-mOK; A'*

!上"下游引物

'

/""

&

%3(

)

?

(各
"1/

&

?

!

DG<-

&

?

!用
CCU

-

T

补充

剩余体积#

OK;

反应条件如下$

67k

预变性
7%'+

/

按下面
!

步进行
!"

次循环!

67k

变性
7.:

!

.7k

退火

7.:

!

8-k

延伸
/%'+

/最后于
8-k

延伸
8%'+

#取
/""

@

Z

DG<

标志物
!

&

?

!

OK;

反应产物
.

&

?

!进行
/L

琼

脂糖凝胶电泳!电泳的电压设定为
//"F

!进行的时间

为
7"%'+

#凝胶成像记录电泳结果在
!/-+%

紫外光

下进行#有阳性条带的
OK;

产物!切胶纯化后送北京

擎科生物技术有限公司用
<J=!8!"N?

测序仪测序#

确定菌株的序列型'

MR

型($去除两端多余的序列!将每

个管家基因的测序结果与其标准序列进行比对!然后在

A?MR

官方网站
@(&:>

得出其等位基因数值#确定每株

菌相应的
MR

型是通过
8

个管家基因位点的等位基因

数值共同构成的
/

个等位基因谱来进行的#值得注意

的是!每个等位基因谱或管家基因的等位基因均应与

A?MR

数据库中完全相同!若有不一致的情况出现!则

应该给
A?MR

数据库管理者提交序列!待其审核后命

名新的
MR

型或新的等位基因数值#

%

!

结
!!

果

%1$

!

碳青霉烯类耐药突变菌株筛选及所有菌株

<;D;<

分子鉴定结果
!

亚胺培南和美罗培南体外

筛选的碳青霉烯类耐药突变菌株
/5

株!耐药突变菌

株
<;D;<

结果与亲代敏感菌株一致!见表
-

#

表
/

!!

A?MR8

个管家基因及其对应的引物

目的基因 引物名称 引物序列'

.d

'

!d

( 扩增长度'

@

Z

( 参考依据

,

(><

,

(><$S I<<IK<<KRIIK<<<<<<I 86"

本研究

,

(><$; I<KKKK<<<I<IK<I<I<

,

E

)

J

,

E

)

J$S IIKIIKRR<RKRI<IRRR 00-

本研究

,

E

)

J$; <RRRR<KIIRR<KIIKKRR

EB2< EB2<$S <RRIIII<RRIIRIIRRR 0/!

本研究

EB2<$; KII<II<IKK<RRRRIRR

,

CHJ

,

CHJ$S R<R<KKRKRI<K<KKRIKR 00-

本研究

,

CHJ$; R<RI<KRK<KR<KKKKIRR

2

Z

+0" 2

Z

+0"$S <KIIR<K<<K<<KRIK<< 8"!

本研究

2

Z

+0"$; RIKIKRIR<KKR<<<RKR

,Z

'

,Z

'$S KIKRR<RRRRKKK<<I<K< .!-

本研究

,Z

'$; K<<R<KKKK<KRK<IRK<

E

Z

3D E

Z

3D$S RIRRI<<<<RI<IKKRII< 858

本研究

E

Z

3D$; R<<<<K<RK<II<KIK<K

,

CHJ

,

CHJ$S$&%

Z

IKR<KRRRR<RIK<<K<I<IKK 88.

官方

,

CHJ$;$&%

Z

IRRI<IRRIIKIR<RIRRIRIK

,Z

'

,

CHJ$S$:B

c

<KK<K<RIKRRRIRR<RI 88.

官方

,

CHJ$;$:B

c

IRRIIKIR<RIRRIRIK

,Z

'

,Z

'$S$&%

Z

)

:B

c

<<R<KKIRIIRIKR<KIII ."5

官方

,Z

'$;$&%

Z

)

:B

c

<<KRRI<RRRRK<II<IK

E

Z

3D E

Z

3D$S$&%

Z

<KI<KRI<KKKIIR<KIK<RIR<]<RIAIGI<;<RIIIG

<KGIR

76-

官方

E

Z

3D$;$&%

Z

<R<I<<<R<<KK<I<KIR<<IRRGIK]RKG<KK<R]RK]

RR]RR

E

Z

3D E

Z

3D$S$:B

c

<R<I<<<R<<KK<I<KIR<<IRR 76-

官方

E

Z

3D$;$:B

c

<KI<KRI<KKKIIR<KIK<RIR<

表
-

!!

亲代敏感菌株和耐药突变菌株
<;D;<

分子鉴定结果及亚胺培南和美罗培南的
A=K

编号 菌株号
<;D;<

鉴定结果

K̀3/ <(W/ A3@/ ;:&/ A:

Z

/

菌名

#$>B:>

试验结果

=O

'

&

,

)

%?

(

AO

'

&

,

)

%?

(

/

Z

W0/$" / / / - /V! -

型
&@&?AD5-1.7 - /1.

-

Z

W0/AO$81/-5 / / / - /V! -

型
&@&?AD5-1.7

&

!-

&

!-

!

Z

W.!$" / / / - ! -

型
&@&<RKK/86"7 / "18.

7

Z

W.!=O$/!1- / / / - ! -

型
&@&<RKK/86"7 !

&

!-

0

Z

W.!AO$71!- / / / - ! -

型
&@&<RKK/86"7 - 7

8

Z

W.!AO$/!107 / / / - ! -

型
&@&<RKK/86"7 /1.

&

!-

*

//"!

*
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-"/5

年
/-

月第
!6

卷第
-7

期
!
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!
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续表
-

!!

亲代敏感菌株和耐药突变菌株
<;D;<

分子鉴定结果及亚胺培南和美罗培南的
A=K

编号 菌株号
<;D;<

鉴定结果

K̀3/ <(W/ A3@/ ;:&/ A:

Z

/

菌名

#$>B:>

试验结果

=O

'

&

,

)

%?

(

AO

'

&

,

)

%?

(

5 :*.7$" - / ! / ! !

型
<RKK/6""7 "1-. "1!5

6 MN.7AO$81/-5 - / ! / ! !

型
<RKK/6""7 "1.

&

!-

/- *

9

.0$" - / ! / ! !

型
<RKK/6""7 "1-. "18.

/! AO*

9

.0$81!- - / ! / ! !

型
<RKK/6""7 "1.

&

!-

/8 C(.0$" - / / / / /!RX

'

<RKK/86"!

(

"1/6 "1-.

/5 C(.0$AO71!- - / / / / /!RX

'

<RKK/86"!

(

"1. 0

/6 C(.0AO$/0107 - / / / / /!RX

'

<RKK/86"!

(

"1. /-

/7 b

9

06$" / / / - /V! -

型
&@&?AD5-1.7 "1. "1.

/. b

9

06AO$/15 / / / - /V! -

型
&@&?AD5-1.7 "1. 0

/0 b

9

06AO$81/-5 / / / - /V! -

型
&@&?AD5-1.7 "1.

&

!-

/" b

9

06=O$//1/0 / / / - /V! -

型
&@&?AD5-1.7 l l

-" b

9

06=O$/!1/0 / / / - /V! -

型
&@&?AD5-1.7 5 !-

// b

9

06=O$/51/0 / / / - /V! -

型
&@&?AD5-1.7 /0 /0

-/ b

9

06=O$/61!- / / / - /V! -

型
&@&?AD5-1.7

&

!-

&

!-

. b

9

06=O$-/107 / / / - /V! -

型
&@&?AD5-1.7

&

!-

&

!-

-- <RKK/60"0$" / / / - / -

型
&@&<RKK/60"0 / /1.

-! /60"0AO$!10 / / / - / -

型
&@&<RKK/60"0 /1. /-

-7 /60"0AO$8175 / / / - / -

型
&@&<RKK/60"0 5

&

!-

!!

注$-

%

=O$N1]

.表示%株菌在亚胺培南的筛选下!第
N

代时在含亲代
]

倍
A=K

浓度的
AU

琼脂板上生长/-

%

AO$N1]

.表示
%

该株菌在美罗

培南的筛选下!第
N

代时在含亲代
]

倍
A=K

浓度的
AU

琼脂板上生长/-

l

.表示未进行药敏试验

%1%

!

;<OD

电泳结果
!

*

9

.0

敏感和耐药突变菌株

*

9

.0$"

和
*

9

.0$AO81/-5

!

;<OD

分型条带相差在
-

个

条带以上!不具有亲缘关系!其他菌株菌亲代敏感和

其耐药突变株同源性密切相关!同时
Z

W0/

和
Z

W.!

亲

代敏感菌株和耐药突变菌显示亲缘关系相近#见

图
/

#

!!

注$以上实验菌株顺序从左到右为
DG<

标志物"

Z

W0/$"

"

Z

W0/AO$

81/-5

"

Z

W.!$"

"

Z

W.!$=O/!1-

"

Z

W.!AO$71!-

"

Z

W.!AO$/!107

"

:*.7$"

"

:*.7AO$81/-5

"

C(.0$"

"

C(.0AO$71!-

"

C(.0AO$/0107

"

<RKK/60"0$"

"

/60"0AO$!10

"

/60"0AO$8175

"

b

9

06$"

"

b

9

06AO$/15

"

b

9

06AO$81/-5

"

b

9

06=O$//1/0

"

b

9

06=O$/!1/0

"

b

9

06=O$/51/0

"

b

9

06=O$/61!-

"

b

9

06=O$-/107

"

*

9

.0$"

"

*

9

.0$AO81/-5

图
/

!!

亲代敏感菌株及耐药突变菌株的
;<OD

分型结果

%1&

!

OSI#

电泳结果
!

*

9

.0

敏感和耐药突变菌株

*

9

.0$"

和
*

9

.0$AO81/-5

!

OSI#

分型相差
8

个条带以

上!认为无亲缘关系!其他菌株菌亲代敏感和其耐药

突变株同源性密切相关#

Z

W0/

和
Z

W.!

亲代敏感菌

株和耐药突变菌株
OSI#

显示相差
8

个条带以上!认

为无亲缘关系#见图
-

#

!!

注$本图实验菌株顺序与图
/

相同!从左到右为
DG<

标记物"

Z

W0/$"

"

Z

W0/AO$81/-5

"

Z

W.!$"

"

Z

W.!$=O/!1-

"

Z

W.!AO$71!-

"

Z

W.!AO$

/!107

"

:*.7$"

"

:*.7AO$81/-5

"

C(.0$"

"

C(.0AO$71!-

"

C(.0AO$/0107

"

<RKK/60"0$"

"

/60"0AO$!10

"

/60"0AO$8175

"

b

9

06$"

"

b

9

06AO$/15

"

b

9

06AO$81/-5

"

b

9

06=O$//1/0

"

b

9

06=O$/!1/0

"

b

9

06=O$/51/0

"

b

9

06=O$/61

!-

"

b

9

06=O$-/107

"

*

9

.0$"

"

*

9

.0$AO81/-5

图
-

!!

亲代敏感菌株及耐药突变菌株的
OSI#

分型结果

%1'

!

亲代敏感菌株及耐药突变菌株
D'YBE:'(&@

'

;B

Z

$

OK;

(分型结果
!

DG<

提取试剂盒的
DG< <-0"

)

<-5"

在
/15

'

-1"

之间!浓度均在
-.

'

."+

,

)

&

?

!说

明
DG<

的质量很好#

*

9

.0

敏感和耐药突变菌株因

;<OD

和
OSI#

显示无亲缘关系!故未进行
D'YBE:'($

&@

分型#

Z

W0/

和
Z

W.!

亲代敏感菌株和耐药突变菌

D'YBE:'(&@

分型显示亲缘关系相近#

D'YBE:'(&@

分型

*

-/"!

*

国际检验医学杂志
-"/5

年
/-

月第
!6

卷第
-7

期
!
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!

DB2B%@BE-"/5

!
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!

G31-7



结果的树状图和相似度矩阵图分别见图
!

"

7

#

图
!

!!

树状图&

DB+CE3

,

E&%

)

%1(

!

亲代敏感菌株及耐药突变菌株
A?MR

分型结果

!

*

9

.0

敏感和耐药突变菌株因
;<OD

和
OSI#

显示

无亲缘关系!故未进行
A?MR

分型#本研究设计的引

物'不含有简并碱基(针对
,Z

'

"

,

CHJ

和
E

Z

3D!

个管家

基因#对基因组
/!RX

型不动杆菌"基因组
!

型不动

杆菌
OK;

扩增均无条带!于是换用官方引物'为简并

引物(#换用官方引物后!基因组
/!RX

型不动杆菌

OK;

扩增成功并获得相应的
DG<

序列!但基因组
!

型不动杆
,Z

'

和菌
,

CHJ

的
OK;

依然失败#本研究

将发现的一些新的
MR

型和等位基因位点数据提交给

A?MR

官 方 网 站!回 复 结 果 为
<RKK/60"0$"

"

/60"0AO$!10

"

/60"0AO$8175

,

CHJ

和
,Z

'

的等位基

因数值分别为
70

"

//"

/基因组
!

型不动杆菌
:*.7$"

"

:*.7AO$81/-5

,

(><

"

,

E

)

J

"

EB2<

"

2

Z

+0"

"

E

Z

3D

等位基

因数值分别为
!"

"

!6

"

.-

"

!6

"

.0

/

/!RX

型不动杆菌

C(.0$"

"

C(.0AO$71!-

"

C(.0AO$/0107

,

CHJ

和
E

Z

3D

的

等位基因数值分别为
..

"

..

#与其他分型方法相比!

表现为相同表型的菌株具有相同的特点!尽管
A?MR

有的菌株
OK;

扩增或测序失败#见表
!

#综合以上
7

种分型方法结果可得$

*

9

.0

敏感和耐药突变菌株

*

9

.0$"

和
*

9

.0$AO81/-5

!

;<OD

分型条带相差在
-

个

条带以上!

OSI#

分型相差
8

个条带以上!认为无亲缘

关系!未进一步进行
D'YBE:'(&@

和
A?MR

分析#除此

之外!其他菌株菌亲代敏感和其耐药突变株同源性密

切相关#

Z

W.!

和
Z

W0/

耐药突变菌株和亲代敏感菌株

D'YBE:'(&@DG<

和
;<OD

指纹图谱显示亲缘关系相

近!但
OSI#

显示相差
8

个条带以上!无亲缘关系#

图
7

!!

相似度矩阵图&

M'%'(&E'>

)

A&>E'*

)

表
!

!!

亲代敏感菌株及耐药突变菌株
A?MR

分型结果

菌株编号
<;D;<

鉴定结果
,

(><

,

E

)

J

,

CHJ EB2< 2

Z

+0"

,Z

' E

Z

3D MR

型
K(3+&(K3%

Z

(B*

Z

W0/$"

"

Z

W0/AO$81/-5 -

型
&@&?AD5-1.7 / /- 0/ - - /"- ! G#P

)

Z

W.!$"

"

Z

W.!$=O/!1-

"

Z

W.!AO$71!-

"

Z

W.!AO$/!107 -

型
&@&<RKK/86"7 / ! l - - 68 !

) )

b

9

06$"

"

b

9

06AO$/15

"

b

9

06AO$81/-5

"

b

9

06=O$//1/0

"

b

9

06=O$/!1/0

"

b

9

06=O$/51/0

"

b

9

06=O$/61!-

"

b

9

06=O$-/107

-

型
&@&?AD5-1.7 / !7 .0 / / 00 -0 G#P

)

<RKK/60"0$"

"

/60"0AO$!10

"

/60"0AO$8175 -

型
&@&<RKK/60"0 / /" 70 0 / //" /7 G#P

)

:*.7$"

"

:*.7AO$81/-5 !

型
<RKK/6""7 !" !6 l .- !6 l .0

) )

C(.0$"

"

C(.0AO$71!-

"

C(.0AO$/0107 /!RX

'

<RKK/86"!

(

-. !8 .. -" -. -! .. G#P

)

!!

注$)表示无相应结果/

l

表示
OK;

扩增无条带

&

!

讨
!!

论

!!

不动杆菌包括密切相关的基因组
/!

型"

!

型"

-

型

'鲍曼不动杆菌(和
/

型'乙酸钙不动杆菌(!对不动杆菌

不同菌种耐药机制"同源性分析及临床致病性等研究具

有重要意义#

<;D;<

是一种可以快速可靠地鉴定大

多数不动杆菌基因型的方法#故本研究采用此方法进

行鉴定并纳入了几种不同型的不动杆菌#

OSI#

电泳图谱比用高频切割限制性内切酶

*

!/"!

*
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年
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期
!
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;S?O

产生的图谱更为简单清晰!可用于细菌较大片

段'

/"

'

5""\@

(的染色体
DG<

限制性片段长度多态

性分析!多用于区分亲缘相近菌株#结果具有极高的

分辨率和再现性!缺点是所需设备昂贵且费时!不适

合一般实验室开展!但却是用于评价其他方法的金标

准#另外!使用不同的凝胶进行电泳得到的结果也比

较复杂!很小电泳条件的不同就可以改变条带间距

离!这为不同实验室间的结果比较带来一定麻烦%

0

&

#

OK;

近年来在病原微生物分型研究上也得到了

广泛应用!是一种高灵敏度的体外扩增
DG<

片段的

技术#本研究对不动杆菌进行了分型研究!利用了

;B

Z

$OK;

和
;<OD

两种基于
OK;

的
DG<

指纹图谱

分析技术#

;<OD

技术利用一系列任意的核苷酸序

列'

6

'

/"@

Z

(作为引物!通过引物与模板
DG<

序列

随机配对进行
OK;

扩增!最早于
/66"

年被报道%

8

&

#

由于退火温度要求较低!引物较短!扩增时只有方向

相反"距离最近的
-

个引物之间的模板
DG<

区段才

能被扩增#通过电泳对扩增产物
DG<

片段的多态性

进行分析#缺乏重复性和标准化是报道最多的问题!

简便"快捷是
;<OD

的优点#在疾病暴发流行时!

;<OD

仍是一种排除不相关菌株和分析相关菌株的

优良分型技术%

5

&

#

D'YBE:'(&@

系统基于
;B

Z

$OK;

技术!它包含对真

菌和细菌进行微生物基因型测定所需的软件"硬件以

及耗材#基于网络的软件系统!它可以作为样品统计

学资料的储存数据库!标准化处理用于比对的数据!

储存样品的指纹图谱!分析指纹图谱间的相似度并为

浏览数据提供多种报告选项#通过
DG<

指纹图谱快

速准确地在种及亚种水平鉴别微生物分离株#

虽然试剂盒提供了可以和待测样品同时跑胶的

DG<

标准品来保证
DG<

的纯度和量!但进行
D'YBE$

:'(&@

分型
;B

Z

$OK;

反应时!推荐添加均一化浓度的

基因组
DG<

!所以笔者仍强烈建议使用分光光度计

对
DG<

进行定量!保证浓度在
-.

'

."+

,

)

&

?

#使用

?&@KH'

Z

:

得到的结果具有一致性和可重复性!可用来

进行实验室间结果的比对#一个
D'YBE:'(&@?&@KH'

Z

试剂盒包含检测
!-.

次所需的试剂及芯片!每张芯片

可在不到
/H

的时间内检测
/!

个样品#另外!用户可

在广泛的已知微生物范围内进行亚种水平的比对!多

个经过充分鉴定的样品数据库及标准品随
D'YBE:'(&@

产品一起提供!并且这些信息可定期更新!为快速稳

定的指纹图谱鉴定提供了保证#鉴于以上优点!

D'$

YBE:'(&@

系统已开始被使用%

6$//

&

!但由于价格比较昂

贵!且需要配套的试剂"仪器和耗材!目前尚未广泛

应用#

A?MR

以
OK;

方法为基础!目的片段长度约
.""

@

Z

!从细菌染色体
DG<

中扩增
8

个分布均匀的管家

基因#然后对
OK;

产物进行琼脂糖凝胶电泳!切胶

纯化后测序#通过等位基因谱'

8

个管家基因等位基

因数值组成(确定菌株的
MR

型#选择管家基因是因

为它们通常肯定存在于待测菌株中!并有足够的变异

度!适合产生变异的等位基因在这些位点的存在#该

方法克服了传统的分子流行病学方法的缺点$实验数

据不能在各个实验室之间交流!可以用于全球性的流

行病学调查#德国一家实验室先后研究指出
A?MR

分型分辨力更高!与
OSI#

"

;<OD

具有很高的一致

性#并且!在鲍曼不动杆菌跨越较长时间分型研究和

种群结构研究方面更有优势!并且能在不动杆菌属其

他菌种具有很好的分型效果!如
/!RX

和醋酸钙
$

鲍曼

不动杆菌复合体%

/-$/!

&

#但本研究表明
E

Z

3D

非简并引

物对基因组
/!RX

型不动杆菌和基因组
!

型不动杆

菌扩增效果不好!

,Z

'

和
,

CHJ

管家基因对基因组
!

型

不动杆菌扩增效果不好!说明不动杆菌基因组的多态

性!尚需进一步扩展其
A?MR

的数据库#

'

!

结
!!

论

!!

不动杆菌可以引起多系统的感染!且多重耐药菌

株越来越多地引起医疗人员的关注!对其感染进行同

源性分析非常重要%

/7$/.

&

#每种分型方法都有其优缺

点%

/0

&

!

;<OD

和
D'YBE:'(&@

操作简单!成本较低!适用

于实验室不动杆菌快速同源性分析!对于亲缘关系密

切!需要进一步区分的!需要选用
OSI#

或
A?MR

#

OSI#

操作相对复杂!不适用实验室间的分析!

A?MR

成本较高!但更利于不同区域间菌株的流行病学调查

研究#
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