
对一组临床分离株渊同一种细菌冤中每一株进

行全基因组测序袁 并对测得结果进行样本聚类分

析无疑是该组菌株亲缘性分析的最可靠方法遥 最

近袁匀葬则则蚤泽 等咱员暂和 酝燥则藻造造蚤 等咱圆暂分别对耐甲氧西林金

黄色葡萄球菌 渊皂藻贼澡蚤糟蚤造造蚤灶 则藻泽蚤泽贼葬灶贼 泽贼则葬责澡赠造燥糟燥糟糟怎泽
葬怎则藻怎泽袁酝砸杂粤冤 和 再藻则泽蚤灶蚤葬 责藻泽贼蚤泽 作全基因组测序袁
并对所发现的单核苷酸多态性 渊泽蚤灶早造藻 灶怎糟造藻燥贼蚤凿藻
责燥造赠皂燥则责澡蚤泽皂袁杂晕孕冤作聚类分析袁用作分析院内感

染和洲际传播分析遥 但对研究组中每一株菌进行

全基因组测序袁耗资巨大遥 那么袁在所研究的菌株

基因组中选择一些有代表性的管家基因和水平转

移基因进行检测渊即抽样检测冤袁进而作样本聚类

基于管家基因和水平转移基因的菌株亲缘性分析院远园 株耐药大肠埃希
菌研究

赵旺胜 员袁王 芳 员袁翁幸鐾 圆袁糜祖煌 猿袁潘世扬 员鄢

渊员 南京医科大学第一附属医院医学检验科袁江苏 南京 圆员园园圆怨曰圆 宁波市第一医院检验科袁浙江 宁波 猿员缘园员园曰猿 无锡市克隆

遗传技术研究所袁江苏 无锡 圆员源园圆远冤

咱摘 要暂 目的院了解 员 组渊远园 株冤耐药大肠埃希菌的菌株亲缘性遥 方法院对该组耐药大肠埃希菌 源 种与耐药相关的管家基因和

源缘 种水平转移获得与 茁鄄内酰胺类尧氨基糖苷类尧喹诺酮类耐药相关基因以及 苑 种整合子尧转座子尧插入序列尧接合性质粒遗传标

记进行检测遥并对检测结果进行样本聚类分析遥结果院远园 株耐药大肠埃希菌多态性明显袁多数菌株已发生演化遥只有 远尧缘猿 号株曰
员园尧员源 号株袁苑尧愿尧圆远尧源园 号株 猿 组携带相同基因渊同一克隆冤遥 结论院耐药基因的样本聚类分析可识别出具有相同耐药特征的菌

株袁具有一定的流行病学意义袁为追溯耐药菌传播途径提供方便遥
咱关键词暂 大肠埃希菌曰 菌株亲缘性

咱中图分类号暂 R源源远援缘 咱文献标识码暂 A 咱文章编号暂 员园园苑鄄源猿远愿渊圆园员圆冤园员鄄员园怨鄄园远

栽澡藻 则藻造葬贼藻凿灶藻泽泽 蚤灶 远园 凿则怎早鄄则藻泽蚤泽贼葬灶贼 耘泽糟澡藻则蚤糟澡蚤葬 糟燥造蚤 泽贼则葬蚤灶泽 遭葬泽藻凿 燥灶 贼澡藻 葬灶葬造赠泽蚤泽 燥枣 贼澡藻
澡燥怎泽藻噪藻藻责蚤灶早 早藻灶藻泽 葬灶凿 早藻灶藻泽 葬糟择怎蚤则藻凿 遭赠 澡燥则蚤扎燥灶贼葬造 贼则葬灶泽枣藻则
在匀粤韵 宰葬灶早鄄泽澡藻灶早员袁宰粤晕郧 云葬灶早员袁宰耘晕郧 载蚤灶早鄄遭藻蚤圆袁酝陨 在怎鄄澡怎葬灶早猿袁孕粤晕 杂澡蚤鄄赠葬灶早员鄢

渊员阅藻责葬则贼皂藻灶贼 燥枣 蕴葬遭燥则葬贼燥则赠 酝藻凿蚤糟蚤灶藻袁贼澡藻 云蚤则泽贼 粤 枣枣蚤造蚤葬贼藻凿 匀燥泽责蚤贼葬造 燥枣 晕允酝哉袁晕葬灶躁蚤灶早 圆员园园圆怨曰圆阅藻责葬则贼皂藻灶贼 燥枣
蕴葬遭燥则葬贼燥则赠 酝藻凿蚤糟蚤灶藻袁贼澡藻 云蚤则泽贼 匀燥泽责蚤贼葬造 燥枣 晕蚤灶早遭燥袁晕蚤灶早遭燥 猿员缘园员园曰猿悦造燥灶葬造 郧藻灶藻贼蚤糟 栽藻糟澡灶燥造燥早赠 砸藻泽藻葬则糟澡 陨灶泽贼蚤鄄
贼怎贼藻袁宰怎曾蚤 圆员源园圆远袁悦澡蚤灶葬冤
咱Abstract暂 Objective院 栽燥 蚤灶增藻泽贼蚤早葬贼藻 贼澡藻 则藻造葬贼藻凿灶藻泽泽 蚤灶 远园 凿则怎早鄄则藻泽蚤泽贼葬灶贼 耘泽糟澡藻则蚤糟澡蚤葬 糟燥造蚤 渊耘援糟燥造蚤冤 泽贼则葬蚤灶泽援 酝藻贼澡燥凿泽院 阅则怎早鄄则藻泽蚤泽鄄
贼葬灶糟藻 则藻造葬贼藻凿 早藻灶藻泽 憎藻则藻 葬灶葬造赠扎藻凿 遭赠 孕悦砸袁蚤灶糟造怎凿蚤灶早 源 噪蚤灶凿泽 燥枣 澡燥怎泽藻噪藻藻责蚤灶早 早藻灶藻泽 葬灶凿 源缘 噪蚤灶凿泽 燥枣 澡燥则蚤扎燥灶贼葬造 贼则葬灶泽枣藻则藻凿 早藻灶藻泽 则藻造葬贼鄄
藻凿 贼燥 猿 噪蚤灶凿泽 燥枣 葬灶贼蚤皂蚤糟则燥遭蚤葬造 葬早藻灶贼泽院遭藻贼葬鄄造葬糟贼葬皂泽袁葬皂蚤灶燥早造赠糟燥泽蚤凿藻泽袁择怎蚤灶燥造燥灶藻泽袁葬泽 憎藻造造 葬泽 苑 噪蚤灶凿泽 燥枣 早藻灶藻贼蚤糟 皂葬则噪藻则泽 燥枣 蚤灶贼藻早则燥灶泽袁
贼则葬灶泽责燥泽燥灶泽袁蚤灶泽藻则贼蚤燥灶 泽藻择怎藻灶糟藻泽 葬灶凿 糟燥灶躁怎早葬造 责造葬泽皂蚤凿泽援 栽澡藻赠 憎藻则藻 怎泽藻凿 枣燥则 贼澡藻 泽葬皂责造藻 糟造怎泽贼藻则蚤灶早 葬灶葬造赠泽蚤泽援 砸藻泽怎造贼泽院 孕燥造赠皂燥则责澡蚤泽皂
憎藻则藻 凿蚤泽贼蚤灶糟贼 蚤灶 远园 耘援糟燥造蚤 泽贼则葬蚤灶泽援 酝燥泽贼 泽贼则葬蚤灶泽 泽澡燥憎藻凿 藻增燥造怎贼蚤燥灶援 韵灶造赠 猿 泽贼则葬蚤灶 早则燥怎责泽 憎澡蚤糟澡 糟燥灶泽蚤泽贼藻凿 燥枣 泽贼则葬蚤灶 远 葬灶凿 缘猿袁泽贼则葬蚤灶 员园
葬灶凿 员源袁泽贼则葬蚤灶 苑袁愿袁圆远 葬灶凿 源园袁憎藻则藻 贼澡藻 泽葬皂藻 糟造燥灶藻泽 糟葬则则蚤藻凿 贼澡藻 泽葬皂藻 早藻灶藻泽援 悦燥灶糟造怎泽蚤燥灶院 杂葬皂责造藻 糟造怎泽贼藻则蚤灶早 葬灶葬造赠泽蚤泽 燥枣 凿则怎早鄄则藻泽蚤泽鄄
贼葬灶糟藻 则藻造葬贼藻凿 早藻灶藻泽 糟燥怎造凿 凿蚤泽贼蚤灶早怎蚤泽澡 贼澡藻 泽贼则葬蚤灶泽 憎蚤贼澡 贼澡藻 泽葬皂藻 葬灶贼蚤皂蚤糟则燥遭蚤葬造 则藻泽蚤泽贼葬灶糟藻 糟澡葬则葬糟贼藻则蚤泽贼蚤糟泽袁憎澡蚤糟澡 憎葬泽 泽蚤早灶蚤枣蚤糟葬灶贼 蚤灶 藻责蚤鄄
凿藻皂蚤燥造燥早蚤糟 则藻泽藻葬则糟澡 葬灶凿 责则燥增蚤凿藻 糟燥灶增藻灶蚤藻灶糟藻 枣燥则 贼则葬糟蚤灶早 贼则葬灶泽皂蚤泽泽蚤遭造藻 则燥怎贼藻泽 燥枣 凿则怎早鄄则藻泽蚤泽贼葬灶贼 泽贼则葬蚤灶泽援
咱Key words暂 耘泽糟澡藻则蚤糟澡蚤葬 糟燥造蚤曰则藻造葬贼藻凿灶藻泽泽
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基因名称

早赠则粤
燥皂责悦
皂凿枣粤
贼藻澡粤

表 员 管家基因引物识别序列和目的产物长度

栽葬遭造藻 员 孕则蚤皂藻则 泽藻择怎藻灶糟藻泽 葬灶凿 责则燥凿怎糟贼 造藻灶早贼澡 燥枣 澡燥怎泽藻噪藻藻责蚤灶早 早藻灶藻泽
基因类型

喹诺酮类靶基因

膜孔蛋白编码基因

小多药外排泵基因

引物序列渊缘忆寅猿忆冤
孕员院粤粤粤栽悦栽郧悦悦悦郧栽郧栽悦郧栽栽郧郧栽
孕圆院郧悦悦粤栽粤悦悦栽粤悦郧郧悦郧粤栽粤悦悦
孕员院粤栽郧粤粤粤郧栽栽粤粤粤郧栽粤悦栽郧栽悦悦悦栽悦悦栽郧
孕圆院栽栽粤郧郧粤悦栽郧郧栽粤粤粤悦悦粤郧粤悦悦悦粤郧粤郧悦
孕员院悦悦栽悦栽悦栽郧栽悦栽郧郧栽郧悦栽栽栽粤悦
孕圆院栽栽悦粤栽栽郧郧悦郧悦栽郧栽郧郧郧粤栽粤悦
孕员院粤栽郧悦粤郧粤郧悦郧粤栽粤粤粤郧栽郧悦栽悦
孕圆院栽郧郧粤悦栽郧栽粤栽悦栽郧悦悦郧粤悦粤郧

产物长度渊遭责冤
猿源源

员 员园源
猿圆愿
源猿远

分析值得尝试遥 本研究对 员 组渊远园 株冤耐药大肠埃

希菌完成了 源 种与耐药相关的管家基因和 源缘 种

水平转移获得与 茁鄄内酰胺类尧氨基糖苷类尧喹诺酮

类耐药相关基因以及 苑 种整合子尧转座子尧插入序

列尧接合性质粒遗传标记检测袁并对检测结果作了

样本聚类分析袁 试图解析菌株亲缘性袁 现报告如

下遥
员 材料与方法

员援员 材料

远园 株耐药大肠埃希菌均分离自南京医科大学

第一附属医院 圆园园远 年 猿 月耀圆园园愿 年 员员 月患者尿液

标本袁菌株选取标准为头孢噻肟尧妥布霉素尧环丙沙

星 猿 种抗菌药物中有 圆 种或 圆 种以上耐药者遥 全部

菌株均使用 粤孕陨 细菌鉴定系统鉴定遥
员援圆 方法

员援圆援员 抗菌药物敏感性试验

采用纸片扩散法测定 员远 种抗菌药物的敏感

性袁酝匀 琼脂和药敏纸片均为英国 韵载韵陨阅 公司产

品遥 并根据美国 悦蕴杂陨圆园园愿 年版要求进行抗菌药物

敏感性判断遥 药敏试验质控菌株为大肠埃希菌

粤栽悦悦圆缘怨圆圆尧铜绿假单胞菌 粤栽悦悦圆苑愿缘猿遥
员援圆援圆 细菌处理

挑纯培养菌落置入 园援缘 皂造 离心管内 渊内预置

圆园园 灶早 辕 皂造 蛋白酶 运 溶液 圆园园 滋造冤袁缘远益水浴 圆 澡袁改
怨缘益水浴 员园 皂蚤灶袁离心渊员缘 园园园 则 辕 皂蚤灶冤猿园 泽遥 上清液

即为基因检测的模板液袁原圆园益冰箱保存备用遥
员援圆援猿 基因检测

耐药相关的管家基因与水平转移获得的 茁鄄内
酰胺类尧 氨基糖苷类和喹诺酮类获得性耐药基因袁
以及整合子尧转座子尧插入序列尧接合性质粒遗传标

记基因检测均为 孕悦砸 法遥 靶基因引物识别序列和目

的产物长度见表 员尧圆遥 各种靶基因 孕悦砸 扩增体系均

为院每反应体系 孕员 引物 员 滋造渊员援园 滋皂燥造 辕 蕴冤尧孕圆 引物

员 滋造渊员援园 滋皂燥造 辕 蕴冤尧凿晕栽孕泽 圆 滋造 渊圆 皂皂燥造 辕 蕴冤尧员园 倍缓

冲液 圆 滋造 咱运悦造 员园 皂皂燥造 辕 蕴尧渊晕匀源冤圆杂韵源 愿 皂皂燥造 辕 蕴尧
酝早悦造圆 圆 皂皂燥造 辕 蕴尧栽则蚤泽鄄匀悦造 渊责匀怨援园冤员园 皂皂燥造 辕 蕴尧晕孕源园
园援缘豫尧月杂粤 园援园圆豫渊宰 辕 灾冤袁栽葬择 阅晕粤 责燥造 员 哉渊不计体

积冤袁超纯水 怨 滋造袁模板液 缘 滋造袁总反应体积 圆园 滋造遥
孕悦砸 扩增产物跃 缘园园 遭责 的热循环参数均为院怨猿益预变

性 圆 皂蚤灶曰然后 怨猿益 远园 泽袁缘缘益 远园 泽袁苑圆益 远园 泽袁循环 猿缘
周期曰最后 苑圆益延伸 缘 皂蚤灶遥 孕悦砸 扩增产物 约 缘园园 遭责
的热循环参数均为院怨猿益预变性 圆 皂蚤灶曰 然后怨猿益
猿园 泽袁缘缘益 猿园 泽袁苑圆益 远园 泽袁循环 猿缘 周期曰最后 苑圆益
延伸 缘 皂蚤灶遥 产物经 圆豫琼脂糖凝胶电泳袁出现与阳

性对照分子相当的目的条带为阳性遥 检测试剂盒和

阳性对照 阅晕粤 由无锡市克隆遗传技术研究所提

供遥

员援圆援源 阳性基因测序

孕悦砸 阳性产物以 孕悦砸 直接全自动荧光法测序袁
委托上海博尚生物技术有限公司完成渊测序在美国

粤月陨 公司 猿苑猿园 型毛细管全自动测序仪上进行冤遥
员援圆援缘 序列比对

读序工具软件为 悦澡则燥皂葬泽袁测序结果用 悦澡则燥皂葬泽
直接作 月蕴粤杂栽 杂藻葬则糟澡 比对遥
员援圆援远 聚类分析

对管家基因和水平转移基因检测结果作样本

聚类分析渊邻结法冤遥

圆 结 果

圆援员 药敏试验结果

实验菌株均对除亚胺培南外的多种抗生素耐

药袁尤其对环丙沙星尧左氧氟沙星尧头孢唑啉尧头孢

呋辛耐药率达到 苑园豫左右渊表 猿冤遥
圆援圆 耐药大肠埃希菌管家基因尧水平转移基因检测

结果及样本聚类分析

远园 株耐药大肠埃希菌管家基因中袁有 缘缘 株为喹

诺酮类靶基因和膜孔蛋白编码基因突变袁 未检测到

员员园原 原



表 圆 水平转移获得的靶基因引物识别序列和目的产物长度

栽葬遭造藻 圆 孕则蚤皂藻则 泽藻择怎藻灶糟藻泽 葬灶凿 责则燥凿怎糟贼 造藻灶早贼澡 燥枣 早藻灶藻泽 葬糟择怎蚤则藻凿 遭赠 澡燥则蚤扎燥灶贼葬造 贼则葬灶泽枣藻则
基因类型

茁鄄内酰胺类获得性耐药基因

氨基糖苷类获得性耐药基因

基因名称

栽耘酝
杂匀灾
悦栽载鄄酝鄄员 群

悦栽载鄄酝鄄圆 群

悦栽载鄄酝鄄愿 群

悦栽载鄄酝鄄怨 群

悦栽载鄄酝鄄圆缘 群

韵载粤鄄员 群

韵载粤鄄圆 群

韵载粤鄄员园 群

蕴粤孕
悦粤砸月
孕耘砸
郧耘杂
灾耘月
阅匀粤 群

粤悦栽鄄员 群

悦酝再 辕 蕴粤栽 群

悦酝再 辕酝韵载 群

粤悦悦 群

云韵载 群

葬葬糟渊猿冤鄄玉
葬葬糟渊猿冤鄄域
葬葬糟渊猿冤鄄芋
葬葬糟渊猿冤鄄郁
葬葬糟渊远鸳冤鄄玉遭

引物序列渊缘忆寅猿忆冤
孕员院粤郧郧粤粤郧粤郧栽粤栽郧粤栽栽悦粤粤悦粤
孕圆院悦栽悦郧栽悦郧栽栽栽郧郧栽粤栽郧郧悦
孕员院栽郧悦郧悦粤粤郧悦栽郧悦栽郧粤悦悦粤郧悦
孕圆院栽栽粤郧悦郧再栽郧悦悦粤郧栽郧悦栽悦郧粤
孕员院粤栽郧郧栽栽粤粤粤粤粤粤栽悦粤悦栽郧悦郧再悦粤郧栽栽悦
孕圆院栽悦粤悦粤粤粤悦悦郧栽再郧郧栽郧粤悦郧粤栽栽栽栽粤郧悦悦郧悦
孕员院粤栽郧粤栽郧粤悦郧悦粤郧粤郧悦粤栽栽悦郧悦悦郧悦栽悦粤
孕圆院栽悦粤郧粤粤粤悦悦郧栽郧郧郧栽栽粤悦郧粤栽栽栽栽悦郧悦
孕员院粤栽郧粤栽郧粤郧粤悦粤栽悦郧悦郧栽栽粤粤郧悦郧郧
孕圆院栽栽粤粤栽粤粤悦悦郧栽悦郧郧栽郧粤悦郧粤栽栽栽栽悦郧悦郧
孕员院粤栽郧郧栽郧粤悦粤粤粤郧粤郧粤郧栽郧悦粤粤悦郧郧
孕圆院栽栽粤悦粤郧悦悦悦栽栽悦郧郧悦郧粤栽郧粤栽栽悦栽悦郧悦
孕员院粤栽郧粤栽郧粤郧粤粤粤粤粤郧悦郧栽粤粤郧郧悦郧郧郧悦郧
孕圆院栽栽粤粤栽粤粤悦悦郧栽悦郧郧栽郧粤悦粤粤栽栽悦栽郧郧悦
孕员院悦栽郧栽栽郧栽栽栽郧郧郧栽栽栽悦郧悦粤粤郧
孕圆院悦栽栽郧郧悦栽栽栽栽粤栽郧悦栽栽郧粤栽郧
孕员院悦粤郧郧悦郧悦再郧栽栽悦郧再郧粤栽郧粤郧栽栽
孕圆院郧悦悦再栽悦栽粤栽悦悦粤郧栽粤粤栽悦郧悦悦
孕员院郧栽悦栽栽栽悦砸粤郧栽粤悦郧郧悦粤栽栽粤
孕圆院郧粤栽栽栽栽悦栽栽粤郧悦郧郧悦粤粤悦栽栽粤
孕员院粤栽郧粤粤粤粤粤郧粤栽悦悦郧悦悦栽栽粤栽栽粤栽粤粤
孕圆院栽栽粤悦悦粤郧栽栽悦栽栽粤粤栽栽粤悦栽郧粤粤栽悦
孕员院粤粤粤郧悦粤郧粤栽悦栽栽郧栽郧粤悦悦栽粤栽栽悦
孕圆院栽悦粤郧悦郧悦郧粤悦栽郧栽郧粤栽郧栽粤栽粤粤粤悦
孕员院粤郧栽悦粤郧悦郧郧悦栽栽粤郧粤栽粤
孕圆院悦郧栽粤栽郧粤粤粤粤郧郧粤悦粤粤栽悦
孕员院粤栽郧悦郧悦栽栽悦粤栽栽悦粤悦郧悦粤悦
孕圆院悦栽粤栽栽栽郧栽悦悦郧栽郧悦栽悦粤郧郧
孕员院郧悦郧郧栽粤粤栽栽栽粤粤悦悦粤郧粤
孕圆院郧悦悦栽粤栽郧粤郧悦悦粤郧栽郧栽栽
孕员院粤粤悦栽栽栽悦粤悦粤郧郧栽郧栽郧悦栽郧郧郧栽
孕圆院悦悦郧栽粤悦郧悦粤栽粤悦栽郧郧悦栽栽栽郧悦
孕员院栽悦郧郧栽粤粤粤郧悦悦郧粤栽郧栽栽郧悦郧郧
孕圆院悦栽栽悦悦粤悦栽郧悦郧郧悦栽郧悦悦粤郧栽栽
孕员院栽郧郧悦悦粤郧粤粤悦栽郧粤悦粤郧郧悦粤粤
孕圆院栽栽栽悦栽悦悦栽郧粤粤悦郧栽郧郧悦栽郧郧
孕员院郧悦栽郧悦栽悦粤粤郧郧粤郧悦粤悦粤郧郧粤栽
孕圆院悦粤悦粤栽栽郧粤悦粤栽粤郧郧栽郧栽郧郧栽郧
孕员院粤悦粤郧悦悦栽悦粤郧悦粤郧悦悦郧郧栽栽粤
孕圆院栽栽悦郧悦悦郧悦粤粤栽悦粤栽悦悦悦栽粤郧
孕员院粤粤悦粤栽郧郧郧郧栽粤栽悦粤郧郧郧粤郧粤栽
孕圆院悦粤粤粤郧悦郧悦郧栽粤粤悦悦郧郧粤栽栽郧郧
孕员院粤悦悦栽粤悦栽悦悦悦粤粤悦粤栽悦粤郧悦悦
孕圆院粤栽粤栽粤郧粤栽悦栽悦粤悦栽粤悦郧悦郧悦
孕员院粤悦栽郧栽郧粤栽郧郧郧粤栽粤悦郧悦郧栽悦
孕圆院悦栽悦悦郧栽悦粤郧悦郧栽栽栽悦粤郧悦栽粤
孕员院悦粤悦粤粤郧粤粤悦郧栽郧郧栽悦悦郧悦栽粤
孕圆院粤粤悦粤郧郧栽粤粤郧悦粤栽悦悦郧悦粤栽悦
孕员院悦栽栽悦粤郧郧粤栽郧郧悦粤粤郧栽栽郧郧栽
孕圆院栽悦粤栽悦栽悦郧栽栽悦栽悦悦郧悦栽悦粤栽
孕员院粤栽郧粤悦栽郧粤郧悦粤栽郧粤悦悦栽栽郧悦

产物长度渊遭责冤
缘猿缘
猿园缘
愿苑远
愿苑远
愿苑远
愿苑远
愿苑远
源源园
圆猿猿
愿圆圆
愿缘愿
缘愿愿
怨苑愿
愿源远
怨远员
源园缘
猿园猿
源远圆
缘圆园
猿源缘
员怨园
员远怨
圆猿苑
员愿缘
圆愿远
缘员怨
渊转下页冤
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孕圆院栽栽粤郧郧悦粤栽悦粤悦栽郧悦郧栽郧栽栽悦
孕员院栽栽悦粤栽郧栽悦悦郧悦郧粤郧悦粤悦悦悦悦
孕圆院郧粤悦栽悦栽栽悦悦郧悦悦粤栽悦郧悦栽悦栽
孕员院栽郧粤栽栽栽郧悦栽郧郧栽栽粤悦郧郧栽郧粤悦
孕圆院悦郧悦栽粤栽郧栽栽悦栽悦栽栽郧悦栽栽栽栽郧
孕员院郧粤郧悦郧粤粤粤栽悦栽郧悦悦郧悦栽悦栽郧郧
孕圆院悦栽郧栽栽粤悦粤粤悦郧郧粤悦栽郧郧悦悦郧悦
孕员院悦郧栽郧郧粤郧悦郧粤栽粤栽悦郧粤栽栽栽悦郧
孕圆院栽悦栽郧郧栽栽悦郧郧悦郧郧悦悦郧郧粤栽郧悦
孕员院粤栽郧郧郧栽郧粤粤栽栽再栽栽再悦悦栽郧悦粤悦粤粤
孕圆院栽悦粤粤悦郧悦粤粤郧粤栽栽悦栽悦栽悦粤栽栽悦郧栽
孕员院粤栽郧粤郧再粤粤悦郧悦粤郧栽砸悦悦悦郧悦悦
孕圆院栽栽粤粤郧悦再郧悦郧悦悦郧悦郧粤粤郧悦郧郧
孕员院粤栽郧栽郧悦悦粤栽粤栽栽悦粤粤悦郧郧郧粤粤粤悦郧
孕圆院栽悦粤郧粤粤粤粤粤悦栽悦粤栽悦郧粤郧悦粤栽悦粤粤
孕员院粤栽郧悦粤栽郧粤栽郧悦粤郧悦悦粤悦悦栽悦悦
孕圆院悦栽粤郧粤粤郧粤粤悦栽悦郧栽悦悦粤粤栽粤郧悦悦栽
孕员院粤栽粤悦粤郧粤郧粤悦悦粤悦悦粤栽粤悦粤郧栽
孕圆院郧郧粤悦粤粤栽悦粤粤栽粤粤栽粤郧悦粤粤栽
孕员院悦悦栽粤郧悦郧栽悦悦粤栽悦悦栽栽栽悦悦栽悦
孕圆院粤郧悦郧粤栽粤栽悦悦粤粤悦粤悦粤悦郧粤栽郧郧
孕员院粤栽郧粤粤悦粤栽悦粤粤悦郧粤栽郧悦悦悦栽悦
孕圆院栽栽粤栽悦悦粤栽栽悦栽栽栽栽栽栽粤栽悦粤粤郧栽粤栽粤栽
孕员院粤栽郧粤粤粤粤悦悦粤粤悦郧粤栽粤粤栽栽粤栽悦
孕圆院栽栽粤悦粤粤栽悦栽悦郧粤栽粤悦郧粤栽粤粤粤粤栽粤悦
孕员院粤栽郧粤郧悦郧粤粤悦栽郧粤粤郧郧粤粤粤粤粤悦栽郧悦栽
孕圆院栽悦粤栽栽栽栽悦郧栽栽栽悦粤郧悦粤悦郧栽粤粤粤粤悦粤郧
孕员院粤栽郧郧粤栽粤粤郧粤粤栽郧粤栽郧栽栽郧栽栽粤粤郧
孕圆院栽栽粤栽栽栽悦栽郧粤粤粤栽悦悦粤悦栽粤郧栽粤粤栽栽粤
孕员院栽栽郧郧郧栽粤悦栽郧郧粤郧粤悦郧郧栽粤郧
孕圆院悦粤郧悦栽栽栽郧栽粤栽栽郧栽栽悦郧悦栽悦
孕员院悦粤粤郧粤郧郧粤栽栽栽悦栽悦粤悦郧悦悦粤郧
孕圆院郧粤粤悦栽悦栽粤栽郧悦悦粤粤粤郧悦粤郧栽栽郧郧
孕员院粤栽郧砸悦栽悦栽郧郧悦粤酝栽酝郧栽栽郧郧悦郧粤
孕圆院悦栽粤砸悦悦粤粤栽酝粤酝悦郧悦郧粤栽郧悦悦粤粤郧
孕员院粤栽郧郧粤粤粤悦悦栽粤悦酝砸栽悦粤再粤悦粤栽粤栽
孕圆院栽栽粤郧栽悦粤郧郧粤宰粤粤粤悦粤粤悦粤粤栽粤悦悦悦
孕员院郧悦悦郧粤粤悦郧悦悦郧悦栽郧悦悦郧粤悦粤郧
孕圆院栽郧悦栽郧悦栽郧粤悦郧悦栽郧郧悦郧悦栽悦
孕员院悦悦郧粤郧郧粤栽郧悦郧粤粤悦悦粤悦栽栽悦
孕圆院悦悦郧悦悦粤悦栽郧悦郧悦悦郧栽栽粤悦悦粤
孕员院郧粤悦悦粤郧悦悦郧悦粤郧栽栽悦郧栽悦栽粤
孕圆院郧悦粤郧悦粤杂郧粤粤粤郧悦栽郧悦栽栽悦粤
孕员院粤栽郧栽悦郧悦栽郧郧悦粤粤郧郧粤粤悦郧悦
孕圆院郧郧郧栽栽悦郧悦栽郧悦郧粤郧郧粤栽栽郧栽
孕员院悦粤悦粤悦郧粤粤悦悦悦粤栽栽悦粤粤粤郧郧悦悦
孕圆院栽悦栽栽栽郧悦悦悦郧栽郧郧悦粤悦粤栽栽悦悦栽悦粤粤
孕员院悦栽栽悦粤栽栽郧郧悦粤栽栽郧粤栽粤粤郧栽栽粤郧
孕圆院栽郧栽粤郧悦粤栽悦郧郧栽栽栽悦悦悦粤郧栽栽栽悦
孕员院粤粤郧栽郧栽栽悦粤郧郧郧栽郧悦栽栽悦栽郧悦郧悦
孕圆院郧栽悦粤栽郧栽粤悦粤栽郧粤栽郧粤悦悦粤栽栽栽
孕员院悦郧郧再粤栽宰悦悦郧杂悦杂粤悦砸悦栽郧悦郧
孕圆院郧悦悦粤悦悦栽郧再杂月郧悦粤郧栽悦酝悦悦

喹诺酮类获得性耐药基因

整合子基因遗传标记基因

转座子尧插入序列基因遗传标记基因

接合性质粒遗传标记基因

葬葬糟渊远鸳冤鄄域
葬灶贼渊猿义冤鄄玉
葬灶贼渊圆义冤鄄玉
葬灶贼渊源鸳冤鄄玉
葬葬凿粤缘
葬葬凿粤远
葬责澡渊猿鸳冤鄄玉
葬责澡渊猿鸳冤鄄域遭
葬责澡渊猿鸳冤鄄遇葬
则皂贼粤
则皂贼月
则皂贼悦
则皂贼阅
葬则皂粤
灶责皂粤
择灶则粤
择灶则遭
择灶则杂
择藻责粤
蚤灶贼玉员
栽灶圆员
陨杂悦砸员
陨杂圆远
陨杂耘糟责员
贼则葬粤
贼则遭悦

员苑愿
圆愿源
猿圆园
圆远远
苑愿怨
愿源远
愿员远
愿园源
圆猿源
猿员缘
苑缘远
愿源远
苑源源
苑苑源
源圆员
圆源园
远源缘
远缘苑
缘园员
猿苑猿
源远圆
圆源园
圆源园
圆怨怨
圆苑圆
圆缘缘

基因类型 基因名称 引物序列渊缘忆寅猿忆冤 产物长度

渊接上页冤 续表 圆 水平转移获得的靶基因引物识别序列和目的产物长度
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小多药外排泵基因突变株渊表 源冤曰水平转移基因中袁
检出率高的有 栽耘酝鄄员 渊愿缘援园豫冤尧悦栽载鄄酝鄄缘缘 渊远猿援猿豫冤尧
葬葬糟渊猿冤鄄域渊缘愿援猿豫冤尧蚤灶贼玉员渊苑园豫冤尧陨杂圆远渊愿猿援猿豫冤尧贼则葬粤
渊愿员援苑豫袁表 缘冤遥

远园 株耐药大肠埃希菌大多数携带不相同基因袁
只有 远尧缘猿 号株曰员园尧员源 号株曰苑尧愿尧圆远尧源园 号株 猿 组

为同一克隆渊图 员冤遥
猿 讨 论

细菌的脉冲场凝脉电脉渊孕云郧耘冤分类技术是应

用某种限制性内切酶酶切后观察特定分子量的条

带是否存在袁该限制性内切酶酶切位点即为分类判

别标准遥细菌的 则藻责鄄孕悦砸尧耘砸陨悦鄄孕悦砸尧月韵载鄄孕悦砸 分类

技术以及串联重复序列渊灾晕栽砸冤分类技术均以特定

孕悦砸 引物序列为分类判别标准遥 上述技术均采用单

个分子标记技术袁仅能作分类渊分型冤使用袁不能用

作菌株亲缘性分析遥 但目前国内同行将细菌的

孕云郧耘 分类渊分型冤仍视为野金标准冶袁最近冯伟云等咱猿暂

基因名称

早赠则粤
燥皂责悦
皂凿枣粤
贼藻澡粤

表 源 远园株耐药大肠埃希菌管家基因检测结果

栽葬遭造藻 源 粤灶葬造赠泽蚤泽 燥枣 澡燥怎泽藻噪藻藻责蚤灶早 早藻灶藻泽 燥枣 远园 凿则怎早鄄则藻泽蚤泽贼葬灶贼
耘泽糟澡藻则蚤糟澡蚤葬 糟燥造蚤 泽贼则葬蚤灶泽

基因类型

喹诺酮类靶基因

膜孔蛋白编码基因

小多药外排泵基因

突变数

缘缘渊怨员援苑冤
缘源渊怨园援园冤
园渊园冤
园渊园冤

图 员 远园 株耐药大肠埃希菌管家基因和水平转移基因检测

结果样本聚类分析渊邻结法冤
云蚤早怎则藻 员 杂葬皂责造藻 糟造怎泽贼藻则蚤灶早 葬灶葬造赠泽蚤泽 燥枣 澡燥怎泽藻噪藻藻责蚤灶早 早藻灶藻泽

葬灶凿 澡燥则蚤扎燥灶贼葬造 贼则葬灶泽枣藻则藻凿 早藻灶藻泽 燥枣 远园 凿则怎早鄄则藻泽蚤泽贼葬灶贼
耘泽糟澡藻则蚤糟澡蚤葬 糟燥造蚤 泽贼则葬蚤灶泽

基因名称

栽耘酝鄄员
悦栽载鄄酝鄄缘缘
韵载粤鄄猿园
葬葬糟渊猿冤鄄域
葬葬糟渊远忆冤鄄玉遭
葬灶贼渊猿义冤鄄玉
葬葬凿粤缘
葬责澡渊猿忆冤鄄玉
则皂贼月
葬葬糟渊远忆冤鄄玉遭鄄糟则
蚤灶贼玉员
栽灶圆员
陨杂悦砸员
陨杂圆远
陨杂耘糟责员
贼则葬粤
贼则遭悦

表 缘 远园株耐药大肠埃希菌水平转移基因检测结果

栽葬遭造藻 缘 粤灶葬造赠泽蚤泽 燥枣 澡燥则蚤扎燥灶贼葬造 贼则葬灶泽枣藻则藻凿 早藻灶藻泽 燥枣 远园
凿则怎早鄄则藻泽蚤泽贼葬灶贼 耘泽糟澡藻则蚤糟澡蚤葬 糟燥造蚤 泽贼则葬蚤灶泽
基因类型

茁鄄内酰胺类获得性耐药基因

氨基糖苷类获得性耐药基因

喹诺酮类获得性耐药基因

整合子基因遗传标记基因

转座子尧插入序列基因遗传

标记基因

接合性质粒遗传标记基因

阳性数渊豫冤
缘员渊愿缘援园冤
猿愿渊远猿援猿冤
远渊员园援园冤

猿缘渊缘愿援猿冤
源渊远援苑冤

愿渊员猿援猿冤
猿圆渊缘猿援猿冤

源渊远援苑冤
远渊员园援园冤
缘渊愿援猿冤

源圆渊苑园援园冤
员园渊员远援远冤
圆猿渊猿愿援猿冤
缘园渊愿猿援猿冤
源远渊苑远援苑冤
源怨渊愿员援苑冤
源圆渊苑园援园冤

注院检测为阴性基因的项目未列出遥

敏感

员苑渊圆愿援猿冤
员愿渊猿园援园冤
圆圆渊猿远援苑冤
圆愿渊源远援远冤
猿猿渊缘缘援园冤
源猿渊苑员援远冤
源苑渊苑愿援猿冤
圆愿渊源远援远冤
缘缘渊怨员援愿冤

远园渊员园园援园冤
圆怨渊源愿援猿冤
圆园渊猿猿援源冤
源愿渊愿园援园冤
员猿渊圆员援远冤
员猿渊圆员援远冤
员愿渊猿园援园冤

表 猿 远园株耐药大肠埃希菌 员远种抗菌药物的药敏试验结果

栽葬遭造藻 猿 砸藻泽怎造贼泽 燥枣 凿则怎早 泽藻灶泽蚤贼蚤增蚤贼赠 贼藻泽贼 燥枣 员远 葬灶贼蚤遭蚤燥贼蚤糟泽
枣燥则 远园 凿则怎早鄄则藻泽蚤泽贼葬灶贼 耘泽糟澡藻则蚤糟澡蚤葬 糟燥造蚤 泽贼则葬蚤灶泽

抗菌药物

头孢唑啉

头孢呋辛

头孢噻肟

氨曲南

头孢吡肟

头孢他啶

头孢西丁

阿莫西林 辕克拉维酸

哌拉西林 辕他唑巴坦

亚胺培南

庆大霉素

妥布霉素

阿米卡星

环丙沙星

左氧氟沙星

复方磺胺甲恶唑

中介

圆渊猿援猿冤
员渊员援远冤
猿渊缘援园冤

员圆渊圆园援园冤
员园渊员远援远冤
怨渊员缘援园冤
源渊远援苑冤

圆远渊源猿援源冤
源渊远援远冤
园渊园援园冤
缘渊愿援猿冤

苑渊员员援远冤
圆渊猿援猿冤
园渊园援园冤
园渊园援园冤
员渊员援远冤

耐药

源员渊远愿援源冤
源员渊远愿援源冤
猿缘渊缘愿援猿冤
圆园渊猿猿援源冤
员苑渊圆愿援源冤
愿渊员猿援源冤
怨渊员缘援园冤
远渊员园援园冤
员渊员援远冤
园渊园援园冤

圆远渊源猿援猿冤
猿猿渊缘缘援园冤
员园渊员远援苑冤
源苑渊苑愿援源冤
源苑渊苑愿援源冤
源员渊远愿援源冤

咱灶渊豫冤暂
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发现 孕云郧耘 为同型的铜绿假单胞菌连质粒谱也是不

同的遥 近年国内外有多篇论文中涉及鲍曼不动杆菌

孕云郧耘 基因分型和耐药基因检测袁 存在同一 孕云郧耘
带谱的菌株所检出的耐药基因是不同的菌株咱源原怨暂遥不

难看出 孕云郧耘 分型分辨率低遥
聚类分析需要收集多种特征渊指标尧变量冤遥 细

菌的多位点酶电泳 渊酝蕴耘耘冤尧 多位点 灾晕栽砸渊酝蕴鄄
灾粤冤尧多位点序列分型渊酝蕴杂栽冤均收集多种变量袁其
结果经样本聚类分析即可得到菌株亲缘关系图遥 近

年来袁菌株亲缘性分析采用 酝蕴杂栽 技术颇多袁然而由

于 酝蕴杂栽 技术只选用管家基因作为分析的靶基因袁
而管家基因过于保守渊进化慢冤而分辨率低遥 国外学

者采用多位点毒力序列分型渊酝灾蕴杂栽冤袁以提高分辨

率咱员园暂遥 国内学者则采用管家基因和毒力基因联合的

多位点序列分型来提高分辨率咱员员暂遥
细菌耐药有突变耐药和获得性耐药遥 突变耐药

是指细菌的抗菌药物作用靶位编码基因突变所致

的耐药遥 获得性耐药是指细菌借助于可移动遗传元

件渊整合子尧转座子尧插入序列和质粒等冤获得耐药

基因袁 这一过程称基因的水平转移渊澡燥则蚤扎燥灶贼葬造 早藻灶藻
贼则葬灶泽枣藻则袁匀郧栽冤遥这些耐药基因编码抗菌药物水解酶尧
修饰酶袁或编码抗菌药物作用靶位保护蛋白袁或编

码抗菌药物外排泵等遥 水平转移获得的耐药基因重

组速率极高遥 因此袁耐药细菌渊尤其医院感染耐药细

菌冤的菌株亲缘性分析如仅考虑管家基因显然存在

缺陷遥本研究对 员 组渊远园 株冤耐药大肠埃希菌 源 种与

耐药相关的管家基因和 源缘 种水平转移获得与 茁鄄内
酰胺类尧氨基糖苷类尧喹诺酮类耐药相关基因以及 苑
种整合子尧转座子尧插入序列尧接合性质粒遗传标记

进行了检测袁并对检测结果作了样本聚类分析遥 由

图 员 可见袁远园 株耐药大肠埃希菌多态性明显袁 多数

菌株已发生演化遥 揭示多个菌株携带多个相同的耐

药基因袁只有 远尧缘猿 号株曰员园尧员源 号株袁苑尧愿尧圆远尧源园 号

株 猿 组为携带相同基因渊同一克隆冤袁结果表明耐药

基因的样本聚类分析可识别出具有相同耐药特征

的菌株袁当聚为同一类别时袁暗示具有相同特性袁具
有一定的流行病学意义遥

耐药表型和基因型的检测有利于医院感染的

预防和控制袁 本研究结果显示袁远园 株大肠埃希菌对

喹诺酮类尧氨基糖苷类和头孢类耐药率较高袁同时

检测的管家基因突变株数尧茁鄄内酰胺类等获得性耐

药基因尧整合子基因株数也很多袁表明与耐药相关

的管家基因和水平转移获得的耐药基因均为显性

遗传袁与本研究耐药菌所观察的表型相对应袁如能

在收集菌株的同时袁能收集入院或转床位的时间以

及介入性治疗和护理的时间等数据袁结合聚类分析

图就能追溯耐药菌的传播途径遥
致谢院孕悦砸 引物由无锡市克隆遗传技术研究所糜祖煌尧

江苏大学临床医学院糜家睿 渊则皂贼月尧陨杂圆远冤 根据 圆园员园 年 愿 月

员员 日之前已在 憎憎憎援灶糟遭蚤援灶造皂援灶蚤澡援早燥增 辕 灶怎糟造藻燥贼蚤凿藻 登录的各种

序列的保守区域完成设计袁生物信息学数据处理由虎马信息

工作室完成袁并获授权使用遥
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