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"摘要#
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目的
!

研究云浮地区临床分离的多重耐药铜绿假单胞菌相关耐药基因&方法
!

采用
W,X

法进行药

敏实验!聚合酶链反应"

TOY

%对多重耐药铜绿假单胞菌进行
&

,

内酰胺酶相关基因和氨基糖苷类修饰酶"

*NKA

%基

因检测!并进行测序&结果
!
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株铜绿假单胞菌未发现对多黏菌素
X

耐药!其余抗生素耐药率均大于
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!氨基糖
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本地区多重耐药的铜绿假单胞菌携带多种
&

,

内酰胺酶和氨基糖苷类修饰酶基因!应引起高度重视&
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铜绿假单胞菌是医院感染常见致病菌.

!

/

*近年来#由于抗

生素广泛应用#该菌耐药率呈明显上升趋势#已经出现一部分

对三代头孢菌素和碳青霉烯类耐药的菌株#给临床治疗带来了

极大困难*研究发现铜绿假单胞菌可通过获得多种
&

,

内酰胺

酶和氨基糖苷类修饰酶而导致耐药.

"

/

*为了解本地区临床分

离的多重耐药铜绿假单胞菌对抗生素耐药机制#指导临床合理

用药#本研究采用聚合酶链反应$

TOY

&对临床分离的
"'

株多

重耐药铜绿假单胞菌分别检测相关
&

,

内酰胺酶和氨基糖苷类

修饰酶基因#现报道如下*

$

!

材料与方法

$#$

!

菌株的来源
!

"%%+

年
!

月至
"%!%

年
&

月本院住院患者

临床标本中铜绿假单胞菌株中筛选出多重耐药菌株
"'

株#其

中从痰液分离菌株
!-

株)中段尿
&

株#创伤和伤口分泌物
&

株*全部菌株采用美国德灵
N?B50AB67*

"

S,$

半自动细菌鉴

定仪进行细菌鉴定#采用
W,X

纸片扩散法及微量肉汤稀释法

进行药敏试验*质控菌株为大肠埃希菌
*/OO&'"!.

和铜绿

假单胞菌
*/OO"+.'&

*药敏结果判断标准按美国临床实验

室标准化协会标准*

$#/

!

模板的制备
!

采用煮沸法*先选取
"'

株多重耐药的铜

绿假单胞菌#将菌株接种在
N,R

琼脂平皿上孵育
!.

%

"$=

后

选取数个菌落至
KT

管#加入灭菌蒸馏水
!'%

)

M

#煮沸
!%9?7

后立即放冰上冷却#于
$`!"%%%5

"

9?7

离心
'9?7

#取上清液

作为
TOY

模板立即使用#或置
V"%`

冰箱备用*

$#'

!

引物设计和
TOY

反应条件
!

各种靶基因引物序列参考

文献.

&,$

/#由上海英俊生物技术有限公司合成*

TOY

条件参

照文献.

&,$

/和软件推荐数值进行*各引物序列及预期产物大

小见表
!

*各种靶基因
TOY

扩增体系均为!总反应体积

"%

)

M

#其中
T!

)

T"

引物各
!

)

M

#

T519?2/6

G

]Q*

聚合酶

!%

)

M

#灭菌蒸馏水
+

)

M

#模板液
!

)

M

*热循环参数根据目的产

物大小有所不同#

TOY

扩增产物大于
'%%D

3

的基因热循环参

数为
-&`

预变性
"9?7

%

-&`

变性
(%A

#

''`

退火
(%A

#

+"`

延伸
(%A

#

&'

个循环%

+" `

延伸
'9?7

*

TOY

扩增产物小于

'%%D

3

的基因热循环参数为
-&`

预变性
"9?7

%

-&`

变性
&%

A

#

''`

退火
&%A

#

+"̀

延伸
(%A

#

&'

个循环%

+"`

延伸
'9?7

*

+
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检验医学与临床
"%!"

年
$

月第
-

卷第
.

期
!
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!
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用双蒸灭菌水作模板设阴性对照*反应结束后取
'

)

MTOY

产

物进行
"%

E

"

M

琼脂糖凝胶电泳#

a04:P?18

染液染色#同时加核

酸电泳分子量标准鉴定扩增
]Q*

片段的大小#用凝胶成像系统

观察结果并照相*

TOY

产物送上海英俊生物技术有限公司进行

纯化并进行双向测序#测序结果与
a17X67H

中
X46A<

进行比对*

表
!
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TOY

扩增相关耐药基因所用引物及片段大小

基因型 引物
片段大小
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/KN,!

上游
'b,*/****//O//a**a*O,&b

下游
'b,//66B**/aO//**/O*,&b

!%+'

SRP

上游
'b,*/aOa//*/*//OaOO/a/a,&b

下游
'b,a//*aOa//aOO*a/aO/Oa,&b

."(

O/\,N,-

上游
'b,*OaO/a//a//*aa**a/a,&b

下游
'b,//a*aaO/aaa/a**a/,&b

+'-

]R*,!

上游
'b,**O///O*O*aa/a/aO/aaa/,&b

下游
'b,OOa/*OaO*/*O/aaO///aO,&b

$%'

P̂ N

上游
'b,*//OOaa/Oaa

$

*

"

a

&

a*aa/OOa,&b

下游
'b,a*aO**a/O/*a66BaOOOa,&b

(&&

TKY

上游
'b,*a/O*aOaaO//*a*/*,&b

下游
'b,Oa/*/a***a*O**/O,&b

-+.

[\*,!%

上游
'b,a/O///O*

"

a*a/*OaaO*//*,&b

下游
'b,a*////O//*aOaaO**O//*,&b

+"!

N̂T,-

上游
'b,*66B*a////aO///*O/*/,&b

下游
'b,OaaOO/O*aa*aOa/O///,&b

'.+

[

3

5]

"

上游
'b,aOaO*/O/OO**a66B*/a,&b

下游
'b,aOO*OaOa*///*Oaa*a,&b

!-&

66B

$

&

&

,

'

上游
'b,*O/a/a*/aaa*/*OaOa/O,&b

下游
'b,O/OOa/O*aOa///O*aO,&b

!(-

66B

$

&

&

,

(

上游
'b,*O/a/a*/aaa*/*OaOa/O,&b

下游
'b,O/OOa/O*aOa///O*aO,&b

"&+

66B

$

(I

&

,

'

上游
'b,/*/a*a/aaO/***/Oa*/,&b

下游
'b,OOOaO///O/Oa/*aO,&b

&-$

66B

$

(I

&

,

(

上游
'b,//O*/a/OOaOa*aO66BOO,&b

下游
'b,a*O/O//OOaOO*/OaO/O/,&b

!+.

67<

$

"Z

&

,

'

上游
'b,a*aOa***/O/aOOaO/O/aa,&b

下游
'b,O/a//*O**Oaa*O/aaOOa,&b

&"%

67<

$

&Z

&

,

'

上游
'b,/a*///aO/aa//*Oaa/a*O,&b

下游
'b,OaO/*/a//O/O//aO////a,&b

".$

/
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结
!!

果

/#$

!
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株铜绿假单胞菌药敏情况
!

除对多黏菌素
X

无出现

耐药外#其余各样抗生素耐药率都在
'%)

以上#见表
"

*

表
"

!

"'

株铜绿假单胞菌药敏情况&

)

'

抗生素 耐药 中介 敏感

哌拉西林
-"#% %#% .#%

头孢他啶
-"#% $#% $#%

氨曲南
.%#% !"#% .#%

头孢吡肟
.$#% $#% !"#%

亚胺培南
-(#% %#% $#%

美罗培南
..#% .#% $#%

哌拉西林"三唑巴坦
.$#% %#% !(#%

多黏菌素
X %#% %#% !%%#%

环丙沙星
.$#% $#% !"#%

庆大霉素
(.#% $#% ".#%

阿米卡星
'(#% .#% &(#%

奈替米星
(%#% %#% $%#%

妥布霉素
(%#% $#% &(#%

/#/

!

基因
TOY

检测
!

"'

株多重耐药铜绿假单胞菌氨基糖苷

类修饰酶基因以
67<

$

&Z

&

,

'

基因$

&")

&多见#

&

,

内酰胺酶基因

以
[\*,!%

$

&")

&和
N̂T,-

基因$

!")

&多见#

[

3

5]"

基因缺失

率达
(%)

#见表
&

*

表
&

!

"'

株铜绿假单胞菌基因分型

基因型
阳性

株数

阳性率

$

)

&

基因型
阳性

株数

阳性率

$

)

&

[\*,!% . &" 66B

$

&

&

,

'

% %

N̂T,- & !" 66B

$

&

&

,

(

( "$

/KN,! & !" 66B

$

(I

&

,

'

( "$

SRP " . 66B

$

(I

&

,

(

+ ".

TKY & !" 67<

$

&Z

&

,

'

. &"

]R*,! & !" 67<

$

"Z

&

,

'

' "%

O/\,N,- % % P̂ N % %

'
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随着广谱抗生素的广泛应用#铜绿假单胞菌出现了大量的

多重耐药菌株#使临床面临的挑战更加严峻.

'

/

*因此#调查其

耐药情况#一方面可全面认识其耐药机制#有助于感染控制#另

一方面铜绿假单胞菌有可能是多种耐药基因的传染源#这一工

作将有助于了解和控制医院内耐药基因的播散和流行*本地

区
"'

株多重耐药铜绿假单胞菌除对多黏菌素
X

耐药率为
%)

外#对其余的各种抗生素耐药率都较高#耐药率均大于
'%)

#

因此应重视和加强细菌耐药监测#根据药敏结果合理选用耐药

率低的抗生素#可避免多重耐药菌株引起的医院感染发生*另

外#本次调查中未发现多黏菌素
X

耐药菌株#因此临床医生对

这类菌株引起的感染可根据患者具体情况考虑选用多黏菌

素
X

*

近年来#不断有学者发现铜绿假单胞菌可以获得
[\*,!%

型)

*9

3

O

)

/KN

)

SRP

)

TKY

等多种广谱酶或超广谱
&

,

内酰胺

酶基因#其表达产物能水解青霉素)第一)二)三代头孢菌素等

&

,

内酰胺类药物#使得铜绿假单胞菌对多种药物同时耐药#对

亚胺培南耐药的主要原因是产
N̂T

)

P̂ N

)

STN

等型金属酶#

[

3

5]

"

是以亚胺培南为代表的碳青霉烯类抗生素$美罗培南除

外&进入菌体的特殊性通道#其他的
&

,

内酰胺类抗生素如头孢

菌素类)青霉素类不能通过
[

3

5]

"

#所以碳青霉烯类与其他的

&

,

内酰胺类抗生素之间无交叉耐药性*以往研究认为#对碳青

霉烯类耐药主要是由于
[

3

5]

"

含量减少甚至缺失#引起外膜

通透性下降所致#但高浓度耐药是以产金属酶为主*

本次调查云浮地区多重耐药铜绿假单胞菌
[

3

5]

"

基因缺

失严重#达
(%)

#与王伟等.

(

/报道相似*而本研究发现
"'

株

多重耐药铜绿假单胞菌对亚胺培南的
N̂O

$

&"

)

E

"

9M

达

-()

#导致此种现象可能因为
[

3

5]

"

缺失是铜绿假单胞菌对

亚胺培南耐药的主要机制#但不是唯一的#单纯
[

3

5]

"

基因缺

失仅表现为对亚胺培南低水平耐药#而高水平耐药$

N̂O

$

&"

)

E
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&尚不常见*本研究有
!")

实验菌株携带
N̂T,-

基因#

其他
&

,

内酰胺酶编码基因
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)

/KN,!

)

SRP

和
TKY

的阳

性率分别是
&")

)

!")

)
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*研究发现同一菌株同时

携带
"

种或以上
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,

内酰胺酶基因有
.

株$
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基因缺

失同时携带
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和
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基因的

菌株分别有
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&#提示携带多种
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内酰胺酶基因合并外膜通道蛋白
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基因缺失是本研究铜绿假单胞菌对
&

,

内酰胺类抗生素

耐药的主要原因*

铜绿假单胞菌对氨基糖苷类抗生素耐药现象非常严重#而

铜绿假单胞菌对氨基糖苷类药物耐药的重要原因是产氨基糖

苷类修饰酶$

*NKA

&#对抗生素分子中某些保护抗菌活性所必

需的基因进行修饰#使其与作用靶位核糖体的亲和力大为降

低.

+,.

/

*常见的
*NKA

可分为
&

类#即乙酰转移酶$
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基因编

码&#磷酸转移酶$
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基因编码&和核苷转移酶$

67<

基因编
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*据报道#对氨基糖苷类抗生素耐药可携带
!

种或数种

*NKA

基因*本研究中只检测
(

种
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基因#分别为
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株实验菌株中可以检出
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基因阳性株
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&#其他
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基因阳性率分别为
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#未检

出
66B
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,

'

基因#本研究同一菌株同时携带
"

种以上
*NKA

基因有
!%

株$

$%#%)

&#可以看出本地区
*NKA

基因对铜绿假

单胞菌的耐药性起到重要作用*本研究发现没携带
*NKA

基

因的铜绿假单胞菌对氨基糖苷类抗生素也高度的耐药#可能是

由其他耐药机制引起#有待研究*

本研究菌株中有些菌所检测基因全部阴性或有些只携带

一种耐药基因#但也表现出高度的耐药性#提示可能是其他耐

药机制导致铜绿假单胞菌的高度耐药性#如外膜的药物主动外

排系统)生物膜等#或者染色体基因发生其他位置突变的可能#

有待进一步研究*
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家属督促患者遵医行为的执行情况前后比较
!

管理前家

属经常督促患者遵医行为的有
-.

例$

.(#+)

&#偶尔督促的有

!'

例$

!&#&)

&%管理后家属经常督促患者遵医行为的有
!!%

例$
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&#偶尔督促的有
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我国原发性高血压流行病学调查表明原发性高血压人群

存在着0三高1222高患病率)高病死率)高残疾率和0三

低1222低知晓率)低治疗率)低控制率的现象#成为世界上原

发性高血压危害最严重的国家之一.

!,"

/

*原发性高血压的0三

高1和0三低1现象与原发性高血压的发病原因)不规范治疗和

不良生活行为方式有密切关系#这与患者和家属缺乏原发性高

血压疾病的基本知识)预防和保健知识以及患者遵医行为差有

很大关系#与家属督促)指导患者改变不良生活方式和遵医行

为的执行力度关系甚大*因此改变患者不良生活方式#提高患

者和家属的遵医行为#增强原发性高血压疾病相关知识#对降

低原发性高血压患病率)残疾率)病死率有重要作用*高血压

0三套马车1$即健康教育)不良生活方式的调整)药物治疗&的

综合治疗方案是治疗原发性高血压的基本方法#已被欧美国家

证明为行之有效的手段#这对于国内重药物治疗#轻视生活方

式和健康教育的观念是一个很好的提示和矫正.

&

/

*有研究结

果显示#健康教育能提高患者服药的依从性#但介入家庭干预

后效果会更好.

$,+

/

*本研究结果表明#除对原发性高血压患者

建立健康档案和动态监测分级管理外#同时对家属也进行健康

教育)家庭护理指导等综合性的健康管理#可进一步提高患者

原发性高血压知识的知晓率)规范管理率和控制率#减少患者

现存危险因素#减少并发症#降低住院费用#同时可提高家属对

原发性高血压相关知识的知晓率和督促患者遵医行为的执行

力#势必对预防家属这一高危人群在原发性高血压的发生)发

展上有很好的作用#值得推广*
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