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应用多位点
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分析进行铜绿假单胞菌院内感染

溯源的研究"
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"摘要#

!

目的
!

应用多位点可变数目串联重复序列"

!"#$

#分析方法进行多重耐药铜绿假单胞菌分子分型!

为由铜绿假单胞菌引发的院内感染的溯源和流行病学调研提供依据$方法
!

从铜绿假单胞菌基因组中筛选
%)

个

!"#$

位点!设计合成引物%对
*(

株多重耐药铜绿假单胞菌进行
+,$

扩增!产物毛细管电泳%根据产物大小计算各

!"#$

位点的重复数!构建系统发育树!进行数据分析$结果
!

%)

个位点的多态性指数"

-.

#为
&/'0

!

&/((

!将
*(

株铜绿假单胞菌分成
0

个群!

((

个基因型!同病区分离的菌株具有一定的同源性$结论
!

多位点
!"#$

分析具有

很高的分辨率!适用于铜绿假单胞菌基因分型和溯源研究!具有很好的应用前景$
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随着抗生素的广泛使用和各种侵入性治疗技术的开展#院

内感染发生率居高不下#给临床治疗带来了很大困难#同时给

医疗机构和患者带来巨大的经济负担)铜绿假单胞菌是院内

感染最主要的病原菌之一*

%

+

#可引起多部位,多系统的感染#铜

绿假单胞菌肺炎致死率达
5&N

以上#败血症的病死率则高达

(&N

!

*&N

)近年来#铜绿假单胞菌耐药形势日趋严峻#多重

耐药及泛耐药株的分离率呈逐年上升趋势*

)45

+

)因此#早期诊

断并控制由铜绿假单胞菌引起的院内感染#是提高治愈率#减

少病死率的关键)

卫生部-三级综合医院评审标准实施细则$

)&%%

%.中要求

按照-医院感染监测规范.#监测重点环节,重点人群与高危险

因素#采用监控指标管理#控制并降低医院感染风险)病原菌

的溯源是院内感染监控的主要手段#能够为院内获得性感染的

诊断提供流行病学依据)

然而目前对于铜绿假单胞菌引起的各类感染是否为院内

获得性感染#其感染源自何处#其传播途径如何都缺乏直观,可

靠的判断依据#建立一种简单,快速,可靠,普遍适用的分型方

法已迫在眉睫#对医院感染的流行病学研究也有十分重要的意

义)本研究应用多位点可变数目串联重复序列$

!"#$

%分析

方法#对收集的多重耐药铜绿假单胞菌进行分型和溯源的初步

研究#现报道如下)

$

!

材料与方法

$/$

!

材料
!

*(

株多重耐药铜绿假单胞菌包括分离自
)&%)

!

)&%'

年本院
))

个病区的
(*

株#北京医院
3

株#广安门医院
%

株和
%

株标准菌株
1#,,)3(05

#所有菌株分离培养后#挑取单

个菌落进行增菌#应用离心柱法提取菌株
-"1

)

$//

!

仪器与试剂
!

主要仪器包括
O,4G:HP.-.

电泳仪$北京

六一仪器厂%(

OD6Q=8GQ,(%&O

凝胶成像仪$上海山富科学仪

器有限公司%(

R=8=1>

C

*2&&+,$

仪$

1O.

公司%(

535&ST

-"1

分析仪$

1O.

公司%)主要试剂包括
#1U1$1#@

V

W6;4

Q;@A;

扩增试剂$

#1U1$1

公司%#高纯度甲酰胺#

5%&&+X+4'

胶#

$XS40&&

和
$XS4%&&&

内标$北京阅微基因技术有限公

司%#毛细管电泳缓冲液$美国
1O.

公司%)

$/'

!

方法
!

用
%)

对
!"#$

扩增引物对菌株
-"1

进行扩增#

采用
%0

"

T

扩增体系#反应条件为!

*0Y

预变性
%&>D8

后#

*0Y

变性
5&G

#

0(Y

退火
5&G

#

3)Y

延伸
5&G

共进行
5&

个循
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检验医学与临床
)&%0

年
%&

月第
%)

卷第
%*

期
!

T@HP=9,?D8

!

X7;6H=A)&%0

!

!6?/%)

!

"6/%*

"

基金项目!国家自然科学基金资助项目$
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%)
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作者简介!李艳君#女#博士#副主任医师#主要从事医学微生物研究)

!
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环#最后
3)Y

终延伸
0>D8

)

%/&

"

T

产物加入相对分子质量

内标和甲酰胺混合液$

&/0[(/0

%

*

"

T

#

*0Y

变性
5>D8

后上机

检测)

$/1

!

同源性分析
!

采用
R=8=G7@85/3

计算扩增产物的相对分

子质量#计算出每株菌株在每个位点的
!"#$

重复数)将

!"#$

重复数结果导入
OD6":>=AD7G2/&&

软件#选择分类数

据类型#使用
\+RP1

方法进行聚类分析#构建系统发育树#

分析铜绿假单胞菌各
!"#$

基因型分布特征和聚类关系#进

行菌株同源性分析)

/

!

结
!!

果

//$

!

铜绿假单胞菌基因组中的
%)

个
!"#$

位点及特征
!

研

究所选的
%)

个
!"#$

位点特征及其多态性指数$

-.

%#见表
%

)

///

!

基于
%)

个
!"#$

位点的铜绿假单胞菌基因分型
!

应用

%)

个
!"#$

位点将
*(

株多重耐药铜绿假单胞菌分成
0

个群#

((

个基因型#见图
%

)其中外院
(

株菌株和
1#,,)3(05

分布

在
Z

群#本院高压氧病区的
%)

株菌$编号为
R]]4%

!

%)

%分布

在
-

群#

.,\

病区的
%)

株菌$编号为
.,\4%

!

%)

%分布在
,

群#

心脏中心病区$编号为
Ŝ4%

!

'

%和干部综合内科$编号为

R̂4%

!

)

%的菌株分布在
O

群#呼吸内科病区的菌株$编号为

WS4%

!

(

%分布在
1

群#其他病区的菌株零散分布在
0

个群中)

//'

!

部分菌株的同源性分析结果
!

研究中选择的
(

例患者的

不同分离株#包括同一类型标本分离时间不同#同一患者不同

类型标本来源的
%)

个位点的重复数据#见表
)

)除患者
RS4%

在
)&%)

年和
)&%5

年分离自痰标本的
)

株铜绿假单胞菌在

>G)%2

和
>G%3)

位点的重复数有所不同#其他同一患者的不

同分离株在
%)

个位点的重复数均相同)

表
%

!

%)

个
!"#$

位点特征

位点名称
重复基序大小

$

H

C

%

在
+1X%

中的

拷贝数

在
+1X%

扩增

产物大小$

H

C

%

-.

C

@0*3& %) %) 5%( &/30

>G)&* 2 2 %'( &/('

>G)&3 2 3 %'2 &/(*

>G))5 %&2 ' '0' &/2%

>G))) %&% ) 5*& &/02

>G)%2 %%5 5 0'5 &/'(

>G)%0 %)* ' 320 &/'*

>G)%5 %&5 0 2'& &/0%

>G)%) '& * 0)) &/22

>G%3) 0' %) 3(* &/2*

>G%)3 %0 ( )%& &/3*

>G33 5* ' '') &/3%

表
)

!

来源于
(

例患者的不同分离株在
%)

个
!"#$

位点的重复数

编号 标本类型 分离时间
>G%)3 >G)&* >G)%2 >G))) >G)%0 >G)&3 >G%3) >G)%)

C

@0*3& >G))5 >G)%5 >G33

RW45

痰
)&%)

"

)&%5 * 2 % ) ) ) %) 5 ) 5 ) *

RQ45

痰
)&%)

"

)&%5 * 0 5 ' ' %) %) %% %( ) % *

RS4%

痰
)&%)/* %& 0 ) % 2 %& %% * ) 0 2 %'

)&%5/) %& 0 % % 2 %& %& * ) 0 2 %'

R̂4%

痰
)&%5/%& * 2 % % ) %% %% 5 ) ) % %'

尿
)&%5/%) * 2 % % ) %% %% 5 ) ) % %'

痰
)&%'/% * 2 % % ) %% %% 5 ) ) % %'

咽拭子
)&%5/%& * 2 % % ) %% %% 5 ) ) % %'

静脉血
)&%5/%% * 2 % % ) %% %% 5 ) ) % %'

.,\40

痰"尿
)&%5/( * 2 % ) ) * %) 5 ) 5 ) *

Q_45

痰"脑脊液
)&%5/* * 2 ) ) % ) * 2 %( 5 ) *

S]4'

咽拭子"导管血
)&%5/( * 3 % ) % 5 %& * ) ) % *

Ŝ4'

分泌物
)&%5

"

)&%' * 0 5 ) ) %& * ) ) 0 ) *

图
%

!

基于
%)

个
!"#$

位点的
*(

株铜绿假

单胞菌聚类关系图

'

!

讨
!!

论

铜绿假单胞菌是引发院内感染最主要的病原菌#随着多重

耐药和泛耐药株的不断出现#给临床治疗带来很大的困难#进

行分子分型和同源性分析#对于判断感染来源#切断传播途径#

控制感染蔓延具有非常重要的流行病学意义)而目前对于铜

绿假单胞菌的分型和溯源研究还很局限#有研究采用随机扩增

多态性
-"1

$

$1+-

%,重复片段
+,$

$

A=

C

4+,$

%和脉冲场凝胶

电泳$

+̀ RZ

%等方法对铜绿假单胞菌进行同源性分析*

'43

+

#

$1+-

虽然分辨力高#但是可重复性较差#而且实验步骤繁琐#

需要用到同位素(

A=

C

4+,$

操作相对简单#但是分辨力不够#很

难区分近缘菌株#而且数据分析对软件要求较高#很难在普通

实验室普及)

!"#$

是真核及原核生物基因组中广泛存在的一种重复

序列#相同的序列以首尾相连的形式串联在一起#在不同个体

间由于重复次数的不同而实现区分)近年来#

!"#$

作为一

种高分辨力的分型溯源方法应用日益广泛#目前已经用于对鼠

疫耶尔森菌,流感嗜血杆菌,结核分枝杆菌,炭疽芽孢杆菌和嗜

肺军团菌等进行基因分型和基因组多态性研究*

(4%&

+

)

/

)%()

/

检验医学与临床
)&%0

年
%&

月第
%)

卷第
%*

期
!

T@HP=9,?D8

!

X7;6H=A)&%0

!

!6?/%)

!

"6/%*



近年来#国外已有报道应用
!"#$

对铜绿假单胞菌进行

基因分型的研究*

%%4%5

+

#本研究在此基础上#对本院及外院
*(

株

多重耐药的铜绿假单胞菌进行分型和同源性分析)本研究中

所选用的
!"#$

位点#其中
%%

个为前期研究选用的成熟位

点*

%%

+

#

C

@0*3&

为本研究通过生物信息学手段#从
)&

株完成全

基因组测序的铜绿假单胞菌基因组中筛选的新位点)

-.

是评

价
!"#$

分型能力的指标#

-.

值过低#分型能力不足#难以将

近源菌株进行区分#

-.

值过高#容易导致非同源相似性)本研

究选择的
%)

个位点#

-.

分布适中#在
&/'(

!

&/(*

之间#一方

面具有一定的分型能力#另一方面可避免高突变导致的非同源

相似性)

多位点
!"#$

分析方法具有很高的分辨率#本研究中
%)

个位点将
*(

株铜绿假单胞菌分成
0

个群$

1

!

Z

%#

((

个基因型

$图
%

%)除同一患者不同分离株具备同一基因型外#其他菌株

各成一型#说明多位点
!"#$

分析的分型能力非常强大)从

图
%

可见#本院多重耐药铜绿假单胞菌主要分布在高压氧病区

$

R]]

%为主的
-

群,

.,\

为主的
,

群,心脏中心病区$

Ŝ

%和

干部综合内科病区$

R̂

%为主的
O

群和呼吸科病区$

WS

%为主

的
1

群#其他病区的菌株呈现散在分布#分析可能是由于这些

患者在不同病区间进行过治疗#携带的菌株不具有科室特异

性)另外#本研究中选用的
(

株外院菌株和
1#,,)3(05

自成

一群$

1

群%#与本院各科室的菌株实现了很好的区分#说明基

于
%)

个
!"#$

位点的分型能够区分和判断外来的感染)

本研究对基于
!"#$

的同源性分析也进行了初步探讨#

选择了
(

例患者的不同分离株进行
!"#$

分析$见表
)

%)结

果除了来自干部病房心血管内科$

RS

%的患者在
)&%)

年和

)&%5

年分别分离的
)

株菌在
>G)%2

和
>G%3)

位点的重复数有

所不同以外#其他
3

例患者的不同分离株在
%)

个位点的数据

完全一致#由此可以判断患者感染的原发灶)例如患者
R̂4%

#

)&%5

年
%&

月首先在痰中分离出铜绿假单胞菌#同月在咽拭子

标本中分离出第
)

株分离株#

%%

月从血培养标本中分离出第
5

株分离株#

%)

月患者发生尿路感染#培养分离出第
'

株铜绿假

单胞菌#

)&%'

年
%

月又从患者痰液标本分离出第
0

株分离株#

经
!"#$

分析#这
0

株不同时间,不同来源的铜绿假单胞菌为

同一克隆株#推测患者首先通过呼吸道感染#后来入血#又导致

了尿路感染#呼吸道可疑为原发灶)

本研究通过应用生物信息学方法筛选铜绿假单胞菌基因

组中的
!"#$

位点#探讨其分布及其特征#对保存的多重耐药

菌株进行基因分型研究#摸索实验方法和条件#初步建立了基

于多位点
!"#$

分析的同源性检测技术方法#积累部分病区

的多样性数据资源#为铜绿假单胞菌引起的院内感染和溯源流

行病学监控提供了技术方法和诊断依据#具有一定的临床应用

价值和广阔的应用前景)
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