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耐碳青霉烯类肺炎克雷伯菌
%

类整合子及
!158$

与细菌耐药性的相关性研究"

储雯雯!刘
!

周!李
!

昕!管世鹤#

"安徽医科大学第二附属医院检验科!合肥
%)'.'$

$

!!

摘
!

要"目的
!

探讨耐碳青霉烯类肺炎克雷伯菌临床分离株
%

类整合子和插入序列共同区"

!158$

$的分布

情况以及所携带耐药基因的种类!分析其结构及其与耐药性关系%方法
!

收集并鉴定临床分离非重复碳青霉

烯耐药肺炎克雷伯菌株
((

株%采用
R!:#Z%50Q-,5:

全自动微生物鉴定药敏分析仪和纸片扩散法进行常

规药物敏感试验!聚合酶链反应"
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$检测整合酶
%

&

!158$

及二者可变区携带的耐药基因%结果
!

((

株肺炎

克雷伯菌
)%

株
%

类整合子阳性!未检出
'

)

)

类整合子基因!

%4

株
%

类整合子可变区阳性!携带耐药基因
FF9

<,

#

.

株
!158$

阳性!其中
$

株
!158$

携带的耐药基因
>@D$

#

*

株同时携带
%

类整合子和
!158$

基因的菌株有

$

株显示两种元件以串联的形式存在于耐碳青霉烯类肺炎克雷伯菌中%药敏试验结果显示!携带
%

类整合子菌

株比未携带
%

类整合子菌株耐药性高%结论
!%

类整合子广泛存在于耐碳青霉烯类肺炎克雷伯菌中!对菌株

耐药性有影响%

!158$

携带较少!其中两种元件以串联形式存在的复合结构影响耐药基因在不同耐碳青霉烯

类肺炎克雷伯菌株间的水平传播%

关键词"耐碳青霉烯类肺炎克雷伯菌#

!%

类整合子#

!

插入序列共同区#

!

耐药性

中图法分类号"

8((.&*

文献标志码"

,

文章编号"

$.+%94(**

"
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"
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%

=EAC

"

I;EFE<ABC=E>CIAC<>C

a

@CE?C?;JJ;E

IC

"

=;E

$

!158$

&

;GABC?FIHF

K

CECJ9IC>=>AFEAZDCH>=CDDF

K

EC@J;E=FC=>;DFAC>FE<ABCA

MK

C>;G<I@

"

9IC>=>AFEA

"

CEC>

#
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M
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K
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"
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"
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M

FEFD

M

cCIFE<

<=>?<=GG@>=;EJCAB;<&QCFENB=DC

#

K

;D

M

JCIF>C?BF=EICF?A=;E

$
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&

JCAB;<NF>@>C<A;<CAC?AIC>=>AFEA

"

CEC>

?FII=C<=E?DF>>

%

=EAC

"

I;EFE<!158$F>NCDDF>ABC=ILFI=FHDC9IC

"

=;E

"

CEC>&H6,>8?,

!
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"
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"
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"
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#
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"
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FF<,&_@IABCIJ;IC

#
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K
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#
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"
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"
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#
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"
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K
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"
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A=H=D=A

M
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"
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"
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ABFEAB;>CE;A?FII
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"
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M
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K

ICF<;G<I@

"

IC>=>A9

FE?C

"

CEC>FJ;E

"

<=GGCICEA?FIHF

K

CECJ9IC>=>AFEAZDCH>=CDDF

K

EC@J;E=FC>AIF=E>&

J6

K

L=@A,

!

?FIHF

K

CECJ9IC>=>AFEAZDCH>=CDDF

K

EC@J;E=F

%

!

?DF>>

%

=EAC

"

I;E

%

!

=E>CIAC<>C

a

@CE?C?;JJ;E

IC

"

=;E

%

!
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"
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肺炎克雷伯菌$

ZS-

&是临床常见的院内感染致

病菌之一#除了易引起消化系统和呼吸系统疾病外#

在泌尿系统及血液系统疾病的患者中也有较高的感

染率*

$

+

#特别是免疫力低下的患者#其肺部'尿路感染

(

.3)%

(

检验医学与临床
%'$3

年
3

月第
$*

卷第
$.

期
!

PFHQC<5D=E

!

,@

"

@>A%'$3

!

R;D&$*

!

S;&$.

"

基金项目!安徽省卫生和计划生育委员会科研计划资助项目$

%'$.bZ').

&%安徽医科大学校科研基金资助项目$

%'$+VO

e

'('

&)

!!

作者简介!储雯雯#女#主管技师#主要从事细菌耐药方面的研究)

!

#

!

通信作者#

#9JF=D

!

>B=BC

"

@FE

"

$%.&?;J

)



的概率增加*

%

+

)在治疗
ZS-

感染过程中#碳青霉烯

类耐药肺炎克雷伯菌$

58Z-

&的分离率已随着碳青霉

烯类药物的不规范使用逐年升高#在全世界范围内呈

扩散态势#影响医生的治疗和患者的康复*

)

+

)该类耐

药菌株是以整合子'转座子以及插入序列共同区

$

!158

"

;IG*$)

&等可移动元件为媒介对其携带的耐药

基因在同种或不同种细菌间相互传播*

(

+

)本试验拟

对临床分离的
58Z-

的
%

类整合子和
!158$

进行试

验分析#对本院
58Z-

耐药性进行研究)现将结果报

道如下)

$

!

材料与方法

$&$

!

材料来源
!

收集安徽医科大学第二附属医院

%'$)

年
%

月至
%'$*

年
.

月临床科室各类标本中分离

的
58Z-

共
((

株#已通过药物敏感性鉴定)质控菌

株为大肠埃希菌
,:55%*4%%

)所有菌株均为产碳青

霉烯酶$

Z-5

&的
ZS-

)质控菌株为
ZS- ,:59

5T,,9$+'*

和
,:55T,,9$+'.

)

$&/

!

仪器与试剂
!

法国梅里埃公司的全自动微生物

鉴定仪
R!:#Z%50Q-,5:

%电泳仪购自美国
T=;9

IC<

公司%

:FE;E$.''

型全自动凝胶成像分析系统采

购自上海天能科技有限公司%聚合酶链反应$

-58

&引

物由上海生物工程有限公司合成%

_DCV?

M

?DCI

型梯度

-58

扩增仪来自德国
,EFD

M

A=O

e

CEF

公司%琼脂糖'

-58

相关试剂从上海生物工程有限公司和大连宝生

物
:FOFIF

技术公司采购%头孢哌酮"舒巴坦和美罗培

南纸片由英国
0V;=<

公司生产)

$&'

!

方法

$&'&$

!

基因组
YS,

提取
!

煮沸法提取细菌

YS,

*

*

+

#

73'f

保存菌株)在室温复苏后#转种于哥

伦比亚血琼脂平板上进行
(

区划线分纯#

)+ f

培养

%(B

后#挑取
%

!

)

个单个菌落个放在已有
%''

&

P

无

菌蒸馏水的
#-

管内密封#加热至
$''f

'

$'J=E

)完

成后用低温高速离心机中以
$*'''I

"

J=E

的速度离

心
$' J=E

#将上清液转移到另一无菌管中#放置

7%'f

保存备用)

$&'&/

!

引物设计与合成
!

参照文献*

.

+设计耐药基

因引物序列#引物由上海生物工程有限公司合成)引

物序列见表
$

)

$&'&'

!

-58

反应条件
!

*'

&

P-58

反应体系#

J=V

$

%i

&

%*

&

P

#上'下游引物$

$'

&

J;D

"

P

&各
$

&

P

#

YS,

模板
$

&

P

#双蒸水$

<<\

%

0

&

%%

&

P

)反应过程!

4*f

预变性
*J=E

%

4*f

变性
)'>

#退火
**f)'>

#

+%f

延伸
*'>

#循环
)*

次后#

+%f

延伸
$'J=E

#

(f

保持)

-58

扩增产物经
$&%2

琼脂糖凝胶电泳#经凝胶成像

系统显像观察结果)

$&'&1

!%

类整合子可变区扩增产物限制性片段长度

多态性分型$

8_P-

&

!

\=EG

%

反应体系为
%'

&

P

!

-58

产物
$'

&

P

#

\=EG

%

%

&

P

'限制性内切酶缓冲液
$

&

P

#

<<\

%

0+

&

P

)判读结果!根据扩增片段的大小#将大

小一致且
8_P-

分型结果认为同一带型的序列判定

为相同片段#并选择两株相同
-58

产物进行测序

分析)

$&'&2

!

-58

产物分析
!

随机挑选
%

株
%

类整合子和

!158$

可变区扩增阳性产物#将其送至上海生物工程

有限公司测序分析#结果在
/CETFEO

中进行比对)

$&'&)

!

药物敏感试验
!

采用
R!:#Z%

配套
/S$)

药

敏板进行药物敏感试验#抗菌药物包括亚胺培南'厄

他培南'头孢曲松'头孢吡肟'头孢他啶'庆大霉素'阿

米卡星'妥布霉素'氨曲南'环丙沙星'左氧氟沙星'复

方磺胺甲唑'哌拉西林"他唑巴坦#美罗培南和头孢

哌酮"舒巴坦用纸片扩散法检测#质控菌株大肠埃希

菌
,:55%*4%%

#参照美国临床和实验室标准化协会

$

5P1!

&的标准进行操作方法及结果判断)

表
$

!!

目的基因引物序列及长度

基因名称 引物序列$

*j

)

)j

&

产物长度

$

H

K

&

%

类整合子基因
,5,:/:/,://5/,5/5,5/, *.4

,:::5//:55://5://5/,

'

类整合子基因
5/55,,:/55:/,:5:,5:: $4%

:5,5:5/:::/5:,5/5,:5

)

类整合子基因
55//::5,/:5:::55:5,, $**

/,//5/:/:,:5:/55:5,:

!158$ ,://:::5,:/5///:: (+*

5:/,///:/:/,/5/,/

%

类整合子可变区
//5,:55,,/5,/5,,/

未知

,,/5,/,5::/,55:/,

!158$

可变区
//5,,/,,/555/,5,,,:5

未知

5/5:/5/5:/,/:/5,:, ,5

%

类整合子
)j51

与
!158$

间的序列
,/55,,,5:,:5,//:5,, %%+'

,:5::5//5,:, /,5,55,

$&1

!

统计学处理
!

采用
]\0S#:*&.

软件分析系

统对细菌药敏试验结果进行耐药性分析)计数资料

以百分数表示#组间比较采用
!

% 检验)以
"

$

'&'*

为差异有统计学意义)

/

!

结
!!

果

/&$

!

-58

扩增结果
!

((

株
58Z-

中共有
)%

株检测

出携带
%

类整合子#其中
%

类整合子可变区阳性的共

有
%4

株#阳性率是
+%&+2

#

$&'

'

$&%

'

$&+OH

K

分别有

%(

'

)

'

%

株#见图
$

)

!158$

扩增片段阳性有
.

株#阳

性率为
$)&.*2

%

$

株
!158$

可变区扩增出约为
$&'

OH

K

的条带)在
*

株同时检测出
%

类整合子和
!158$

的菌株中显示携带串联结构的阳性菌株有
$

株#片段

大小约为
%&'OH

K

)

/&/

!%

类整合子可变区酶切图谱
!

对
$&'OH

K

片段

菌株的
-58

产物进行酶切鉴定#显示所有的酶切图

谱为相同带型)

/&'

!

序列分析结果
!

将测序结果进行比对分析#显

示
%

类整合子可变区各片段所含的耐药基因盒均为

FF<,

#

!158$

可变区携带的耐药基因序列分析显示为

>@D$

)

*

株共同携带
%

类整合子和
!158$

的菌株中有

(

+3)%

(

检验医学与临床
%'$3

年
3

月第
$*

卷第
$.

期
!

PFHQC<5D=E

!

,@

"

@>A%'$3

!

R;D&$*

!

S;&$.



$

株
58Z-

检测出串联结构)

!!

注!

Q

为
YP*'''YS,

标志物%

$

!

(

为
$&'OH

K

片段可变区阳性

菌株%

*

!

.

为
$&+OH

K

片段可变区阳性菌株%

+

为
$&%OH

K

片段可变区

阳性菌株

图
$

!!%

类整合子可变区扩增结果

/&1

!%

类整合子阴性和阳性性菌株药敏试验结果对

比
!

经数据统计#阳性菌株和阴性菌株对抗菌药物美

罗培南'亚胺培南'厄他培南'头孢曲松及氨曲南的耐

药率差异无统计学意义$

"

%

'&'*

&)而
%

类整合子阳

性菌株对其他抗菌药物的耐药率明显高于
%

类整合

子阴性菌株#且差异具有统计学意义$

"

$

'&'*

&)见

表
%

)

表
%

!!%

类整合子阳性菌株与阴性菌株的耐药结果&

)

#

2

$'

抗菌药物
%

类整合子阳性

菌株$

)6)%

&

%

类整合子阴性

菌株$

)6$%

&

!

%

"

美罗培南
)%

$

$''&'

&

$%

$

$''&'

&

$

'&''$

%

'&44

亚胺培南
)%

$

$''&'

&

$%

$

$''&'

&

$

'&''$

%

'&44

厄他培南
)%
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院内感染多重耐药菌中以
ZS-

多见#其致病力

和毒力比铜绿假单胞菌和鲍曼不动杆菌更强)在众

多的抗菌药物中#能有效抑制产
,J

K

5

酶和超广谱
#

9

内酰胺酶肠杆菌科细菌生长的碳青霉烯类抗菌药物

曾被认为是治疗所有多重耐药菌的热门药物*

+

+

)但

近年来#由于感染患者在抗感染治疗过程使用了大量

广谱抗菌药物#

ZS-

本身也易出现耐药菌株#造成该

菌株耐药耐药率逐年上升#在
58Z-

的分离率大幅增

加的同时#也给抗感染治疗带来新的挑战*

3

+

)

医院内感染的致病菌中#

58Z-

的地位不容忽

视#控制和减少
58Z-

及其耐药性发生机制等问题已

成为社会和医务人员关注的焦点)碳青霉烯类药物

易造成
ZS-

被选择性诱导耐药#其原因多与该细菌

获得碳青霉烯酶和携带整合子有关*

4

+

#近年来关于肠

杆菌科细菌耐药机制研究文献报道中以各种可移动

遗传元件如质粒'转座子'整合子和插入序列共同区

的介绍较多*

$'

+

)正是细菌的基因
9

整合子系统不断地

募集和表达外源基因#并通过各种传播媒介如接合性

质粒'转座子'整合型噬菌体等在不同种和同种菌属

间相互传播#当细菌接收到这些耐药基因并高表达出

耐药特性时#其危害性和严重性不言而喻)整合子在

染色体'质粒或者转座子上#具有捕获耐药基因并对

其进行传播功能)它包括
)

个基本结构#分别为
*j

保

守区$

51

&'可变区及
)j51

*

$$

+

)可变区含有不同类型

的耐药基因盒#其中整合子中的耐药基因盒涵盖了多

数抗菌药物*

$%

+

)在本研究中#本院
58Z-

中检出整

合子均为
%

类整合子#携带耐药基因盒
FF<,

#因此认

为携带
%

类整合子使
58Z-

在医院内传播更加迅速

广泛#并导致
58Z-

对多种抗菌药物尤其是氨基糖苷

类耐药)

!158

作为一类与整合子具有相似的功能耐

药基因传播元件具有强大的捕获能力#它以相邻染色

体位置上染色体基因移位的方式#将相邻序列移动到

接合性质粒上#并通过该类载体帮助染色体携带的耐

药基因进入其他细菌的菌体内导致耐药基因在细菌

之间的传播流行)复合
%

类整合子的结构主要是由

%

类整合子的
)j51

与
!158D

及其下游的耐药基因直

接连接形成#有时在
!158$

携带的耐药基因下游还会

有另一个
)j51

相连接)关于复合
%

类整合子当前国

内报道较少#有文献显示由于同时携带两种可移动耐

药元件#复合
%

类整合子在携带多种耐药基因的基础

上#也会引起耐药性的广泛传播*

$)

+

)药敏试验结果显

示#

%

类整合子阳性菌株对头孢吡肟'头孢他啶'庆大

霉素'阿米卡星'妥布霉素'环丙沙星'左氧氟沙星'复

方磺胺甲唑'头孢哌酮"舒巴坦'哌拉西林"他唑巴

坦的耐药性耐药率高于阴性菌株)本试验中#携带

!158$

的
.

株菌株仅有
$

株
!158$

可变区检出携有

耐药基因盒#有可能是因为
!158$

下游连接的另一个

)j51

可有部分缺失或被截断)该试验中的
((

株

58Z-

中在
$

株同时具有
%

类整合子和
!158$

结构

的菌株中检测出串联结构的存在#可以推断本次实验

58Z-

中可能存在复合
%

类整合子结构#值得深入研

究)而在此试验中也发现不同大小的整合子可变区

所携带的是相同的耐药基因盒#与一些文献报道不一

致*

$%9$)

+

#这也需要进一步的深入探讨)

综上所述#在细菌耐药性监测中发现整合子和插

入序列共同区介导引起的细菌耐药现象具有重要意

义)当在细菌中同时发现有二者存在时#它们携带的

耐药基因可能会在使用某种抗菌药过程中而被诱导

并表达#从而表现出多重耐药性%而停止或减少使用

(
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该抗菌药物后#可能会造成耐药性的消失)因此#尽

量在完善治疗方案的基础上拒绝抗菌药物的不规范

使用#同时在熟悉整合子和
!158$

介导的细菌耐药及

其播散机制的基础上#在细菌耐药性监测中全面开展

系统地表型和基因检测#才有可能减少
%

类整合子和

!158$

介导的耐药性的表达或产生#阻止耐药菌的扩

散和传播#为临床提供可靠的流行病学资料#从而更

好地指导临床合理应用抗菌药物*
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