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探讨十二烷基硫酸钠"

,",

$对多重耐药大肠埃希菌"

U'F9G:

$

)

类整合子的作用%方法
!

采用纸片扩散法"

S4V

法$测定
>%

株大肠埃希菌对
+

类
)

种常用抗菌药物的药敏情况!聚合酶链反应"

O-7

$检测
)

类整合子
+

个不同部位的基因%对

经
,",

处理的
)

类整合子阳性多重耐药大肠埃希菌的
)

类整合子基因与最低抑菌浓度"

TX-

$值进行测定与比较%结果
!

>%

株

大肠埃希菌的多重耐药率为
+&'+;[

"

&+

株$!

)

类整合子的总检出率为
??'>+[

!不同部位基因检出率分别为*整合酶基因

>)'<([

&遗传标记基因
>?'?>[

&可变区基因
&%'%+[

%

,",

处理前&后多重耐药大肠埃希菌中的
)

类整合子基因阳性率差异有

统计学意义"
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#

*'*(

$#对庆大霉素&头孢噻肟的
TX-

值差异均有统计学意义"

!

#
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$%结论
!

,",

对多重耐药大肠埃希菌的

)

类整合子有一定的影响%
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大肠埃希菌$

A.FDAH:FD:CF9G:
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&属于肠杆菌科#为革

兰阴性杆菌#常寄居于人和动物的肠道#是临床细菌感染性疾

病的常见病原菌之一)

%

*

'随着抗生素在临床上的广泛应用#大

肠埃希菌对常用抗生素出现了不同程度的耐药)

&

*及多重耐药'

其耐药机制很多#但其耐药基因的传递主要是通过在水平方向

上的传递#或者自身基因的突变累积#或者两种机制并存引起'

而整合子可使耐药基因在同种和不同种菌属间水平传播#成为

细菌多重耐药发展的重要原因'其中以
)

类整合子介导的耐

药类型最为丰富#分布最为广泛'本研究通过对本地区临床分

离大肠埃希菌的多重耐药及
)

类整合子分布情况进行分析#探

讨
)

类整合子与细菌多重耐药性的可能关系'十二烷基硫酸

钠$

.98:I2898AF

L

G.IGECBA

#

,",

&是一种离子型表面活性剂#将

其用于消除质粒的研究较多#但
,",

对整合子有无干扰作用

尚无确切报道'本研究旨在了解本地大肠埃希菌耐药以及多

重耐药情况(

)

类整合子分布情况#并探讨
,",

对
)

类整合子

的可能影响'
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资料与方法

>'>

!

一般资料

>'>'>
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菌株来源
!

实验菌株!

>%

株大肠埃希菌临床分离株

$不含同一病例相同部位重复分离株&来自泸州医学院附属医

院
&**>

年
>

月至
&**?

年
>

月感染大肠埃希菌的患者'其中

呼吸道感染
&;

例#泌尿系统感染
%>

例#外科切口感染
%)

例#

全身感染
?

例#其他感染
+

例%全部菌株均重新经
eX5US

系统

$

V:9TAH:AIN

#法 国&鉴 定 确 认'标 准 菌 株!大 肠 埃 希 菌

/5--&(;&&

#购自国家临床检验中心'

>'>'?

!

主要实验试剂
!

抗菌药纸片!

"

4

内酰胺类抗生素)头孢

噻肟$

-5R

&(头孢他啶$

-/Y

&*(氨基糖苷类抗生素$庆大霉素

!

&(氟喹诺酮类抗菌药)左氧氟沙星$

3

&*

)

种药物纸片$杭州

天和微生物试剂有限公司&'培养基!

T46

琼脂培养基(胰大

豆蛋白胨肉汤(

T46

肉汤培养基$杭州天和微生物试剂有限公

司&(胰蛋白胨大豆$

5,V

&肉汤(

3V

培养基$上海生工&等'聚

合酶链反应$

J

9G

L

2AHC.AFDC:0HACFB:90

#

O-7

&所需试剂!细菌

基因组
"#/

提取试剂盒(

O-7

引物序列$表
%

&(分子量标准品

$

2CHPAH

&(电泳琼脂糖$上海生工&等'

O-7

扩增试剂盒
&

种!

长片段
O-7

扩增试剂盒$购自
VVX

公司&和普通短片段
O-7

扩增试剂盒$购自天根公司&'

>'?

!

方法

>'?'>

!

药物敏感定性试验 $

S4V

法&

)

(

*

!

采用全国临床实验标

准委员会$

0CB:90CGF922:BBAAE9HFG:0:FCGGCM9HCB9H

L

.BC08CH8.

#

#-4

-3,

&推荐的纸片扩散法$

SAHM

L

4VCIAH

纸片扩散法#

S4V

法&进行

)

种抗生素的敏感性检测#以大肠埃希菌
/5--&(;&&

为质控菌

株#并根据
#--3,&**<

要求进行敏感性判断'

&*&&

重庆医学
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年
?

月第
)*

卷第
&&

期

"

基金项目"四川省重点学科建设经费资助项目$
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类整合子基因引物序列

靶基因 引物序列 产物长度$

M

J

&

整合酶$

X0BX%

&基因 )

+

*

O%

!

(Q55-!5!/5!--5!-55!55+Q

O&

!

(Q-!---/!-55-5!5/5!!+Q )*?

)

类整合子可变区两侧保守区域
O%

!

(Q!!-/5--//!-/!-//!+Q

O&

!

(Q//!-/!/-55!/--5!/+Q

不定

遗传标记基因)

)

*

O%

!

(Q5/!-!/!!!-555/--5//!-+Q

O&

!

(Q/55-/!//5!--!//-/--!+Q +**

>'?'?

!

O-7

反应
!

采用
V:9.

J

:0

细菌基因组
"#/

提取试剂

盒提取大肠埃希菌
"#/

#并使用前述
+

对引物$表
%

&进行扩

增'

X0BX%

和遗传标记基因进行扩增时用
&(

&

3O-7

反应体

系!模板
"#/&

&

3

#上(下游引物各
%

&

3

#

*'%f

"

&

35C

Z

聚合

酶#

(**229G

"

38#5O

#

&*229G

"

35H:.46-G

$

J

6?'+

&#

%**

229G

"

3S-G

#

+229G

"

3T

1

-G

&

'

O-7

扩增条件!

;)]

预变性

+2:0

#

;)]

变性
+*.

#

((]

退火
+*.

#

>&]

延伸
<*.

#共
+*

个

循环#然后
>&]

延伸
(2:0

'可变区基因进行扩增时用
(*

&

3

O-7

反应体系!模板
"#/+

&

3

#上(下游引物各
%'(

&

3

#

%*\

缓冲液
/+**

&

3

#酶结合物
&*

&

3

#

T

1

-G

&

$

&(229G

"

3

&

+**

&

3

#

8#5O

结合物$

%*229G

"

3

&

&(*

&

3

#双蒸水$

886

&

^

&

%23

'

O-7

扩增条件!

;&]

预变性
&2:0

#

;&]

变性
%(.

#

<(]

退火

+*.

#

>&]

延伸
<*.

#共
+(

个循环#然后
>&]

延伸
>2:0

'用

%'([

琼脂糖进行电泳#以上
+

种基因任一基因阳性菌可说明

)

类整合子阳性'并取
O-7

扩增产物
%**

&

3

#送上海生工生

物技术公司进行基因测序'

>'?'@

!

,",

处理大肠埃希菌)

<

*

!

用高温$

)%]

&(高浓度$

<*

&

1

"

23

&

,",

双重处理交替培养法处理筛选出的
)

类整合子阳

性的多重耐药大肠埃希菌'将菌株接种于含
<*

&

1

"

23,",

的
3V

肉汤中#

)%]

振荡培养
%<D

%取
&*

&

3

菌液接种于
&23

3V

肉汤管中#

)%]

振荡培养
%<D

%取
&*

&

3

菌液接种于含同

样浓度
,",

的
3V

肉汤管中#

)%]

培养
%<D

%取
(*

&

3

菌液接

种于
(233V

肉汤管中#

+>]

培养
%<D

'

>'?'A

!

药物敏感定性试验
!

采用琼脂二倍稀释法测定庆大霉

素(头孢噻肟
&

种抗生素对
)

类整合子阳性的多重耐药大肠埃

希菌 的 最 低 抑 菌 浓 度 $

2:0:2I2:0D:M:B9H

L

F90FA0BHCB:90

#

TX-

&%

TX-

结果判定参照
&**<

年
#--3,

公布标准#并以

/5--&(;&&

作为质控菌株'

>'?'B

!

O-7

反应
!

将处理后的大肠埃希菌按
%')

的步骤进

行
"#/

的制备(

O-7

扩增(电泳#观察处理前(后电泳条带的

变化'

>'?'C

!

TX-

值测定
!

将处理后的大肠埃希菌按
%'<

的步骤

进行细菌药物敏感定性试验#观察处理前(后
TX-

值的变化'

>'@

!

统计学处理
!

用
,O,,%+'*

软件对数据进行统计#

!

#

*'*(

表示差异有统计学意义'

?

!

结
!!

果

?'>

!

大肠埃希菌的药物敏感定性试验结果
!

>%

株大肠埃希

菌对
!

的耐药率为
<<'&*[

$

)>

株&#对
3

的耐药率为
<+'+?[

$

)(

株&#对
-5R

的耐药率为
(;'%([

$

)&

株&#对
-/Y

的耐药

率为
%?'+%[

$

%+

株&'耐药模式中多耐菌株比例较高#见

表
&

'

?'?

!

大肠埃希菌中
)

类整合子不同基因的
O-7

检测结果
!

>%

株大肠埃希菌中共有
X0BX%

基因阳性菌株
(+

株$

>)'<([

&(

遗传标记基因$

kCFU

%

%4.IGG

基因&阳性菌株
(<

株$

>?'?>[

&#

其扩增 片 段 电 泳#见 图
%

%可 变 区 基 因 阳 性 菌 株
%(

株

$

&%'%+[

&#其中有
?

株在
%>**M

J

处出现条带#有
)

株在

%***M

J

处出现条带#所得的扩增片段电泳#见图
&

'

)

类整合

子基因阳性$即以上
+

种基因任一基因阳性&菌株
<+

株

$

??'>+[

&'

表
&

!!

大肠埃希耐药模式分布

耐药模式
% [

多耐菌株"

&+ +&'+;

双耐菌株"

&( +('&%

单耐菌株"

%< &&'()

全敏菌株"

> ;'?<

合计
>% %**'**

!!

"

!耐
+

类抗生素以上者为多耐菌株%耐任意
&

类抗生素者为双耐

菌株%仅耐
%

种抗生素者为单耐菌株%对
+

类抗生素全部敏感者为全敏

菌株'

表
+

!!

经
,",

处理前后多重耐药大肠埃希菌基因

!!!

阳性率的比较(

%

#

[

$)

基因
,",

处理

前阳性

,",

处理

后阳性
'

&

!

X0BX%

基因
&%

$

;%'+*

&

%

$

)'+(

&

%?'*(

#

*'**(

可变区基因
%%

$

)>'?+

&

&

$

?'>*

&

>'%%

#

*'*%*

遗传标记基因
&%

$

;%'+*

&

(

$

&%'>)

&

%)'*<

#

*'**(

)

类整合子基因
&+

$

%**'**

&

>

$

+*')+

&

%)'*<

#

*'**(

?'@

!

,",

的干扰作用

?'@'>

!

,",

对多重耐药大肠埃希菌中
)

类整合子的干扰
!

>%

株大肠埃希菌中共筛选出有
)

类整合子基因阳性的多重耐药

大肠埃希菌
&+

株'经用高温$

)%]

&(高浓度$

<*

&

1

"

23

&

,",

处理#

&+

株多重耐药大肠埃希菌中的
)

类整合子基因阳性率

有不同程度的降低#处理前(后菌株的
)

类整合子基因阳性率

差异有统计学意义#见表
+

(图
+

'

?'@'?

!

,",

对大肠埃希菌
TX-

值的干扰
!

对用高温

$

)%]

&(高浓度$

<*

&

1

"

23

&

,",

处理前(后的
&+

株多重耐药

大肠埃希菌进行药物敏感定性试验#

&+

株多重耐药大肠埃希

菌对硫酸庆大霉素的
TX-

(*

为
+&

&

1

"

23

#

TX-

;*

为
<)

&

1

"

23

%

菌株经
,",

处理后#

TX-

(*

为
%<

&

1

"

23

#

TX-

;*

为
+&

&

1

"

23

'

+*&&

重庆医学
&*%%

年
?

月第
)*

卷第
&&

期



&+

株多重耐药大肠埃希菌对
-5R

的
TX-

(*

为
<)

&

1

"

23

#

TX-

;*

为
%&?

&

1

"

23

%菌株经
,",

处理后#

TX-

(*

为
<)

&

1

"

23

#

TX-

;*

为
%&?

&

1

"

23

'两种药物处理后与处理前对比
Y

值分

别为
h+'(+(

和
h+'><(

#其
O

值均小于
*'*(

#证明多耐药大肠

埃希菌经
,",

处理前(后其
TX-

值的差异有统计学意义'

!!

T

!

"#/

标准品%

%

!

)

!标本
%

!

)

用
O-7

法对
X0BX%

基因扩增%

&

!

)

!阳性#长
)*?M

J

%

(

!

?

!标本
%

!

)

用
O-7

法对遗传标记基因扩

增%

(

(

?

!阳性#长
+**M

J

%

;

!蒸馏水阴性对照'

图
%

!!

X0BX%

基因和遗传标记基因片段电泳图

!!

T

!

"#/

标准品%

%

!

(

!标本
%

!

(

用
O-7

法对可变区基因扩增%

&

!

)

!阳性#其扩增长度分别为
%>**M

J

(

%>**M

J

(

%***M

J

%

<

!蒸馏水

阴性对照'

图
&

!!

可变区基因电泳图

图
+

!!

经
,",

处理前'后
)

类整合子基因阳性率比较

?'A

!

基因测序结果
!

对
+**

(

)*?

(

%***

(

%>**M

J

的片段分别

选取
%

株进行测序#所得测序结果均在
!A0VC0P

数据库中进

行同源性比对'经比对后证实#

+**M

J

的片段与遗传标记基

因的同源性为
;+[

#

)*?M

J

的片段与
X0BX%

基因的同源性为

;?[

#

%***M

J

的片段与
CC8/

基因的同源性为
;?[

#

%>**M

J

的片段与
8EH%>4CC8/(

基因的同源性为
;;[

'

@

!

讨
!!

论

抗生素在临床上广泛(不合理使用以及滥用导致大肠埃希

菌呈现多重耐药现象#并越来越引起人们的高度重视'本研究

结果显示当地临床分离大肠埃希菌对
!

(

3

(

-5R

的耐药率均

较高#对
-/Y

的耐药率较低'这可能与抗生素选择压力下细

菌耐药的地区性差异有关%且多重耐药菌所占的比例较高#这

与国外的相关报道相符'有研究表明#医院来源的大肠埃希菌

多重耐药率为
)?'**[

#远高于社区来源的
%&'**[

)

>

*

#提示临

床医生应高度重视细菌的多种耐药现象'

本研究采用
O-7

针对
+

个不同部位基因测定当地临床分

离大肠埃希菌中
)

类整合子的分布情况'

X0BX%

基因的检出率

为
>)'<([

#可变区基因的检出率仅为
&%'%+[

#遗传标记基因

的检出率为
>?'?>[

#可见
)

类整合子在大肠埃希菌中分布广

泛'但不同地区(不同来源的大肠埃希菌
)

类整合子的检出率

又有一定的差异'在中国东北地区#从动物和农场工人所分离

的大肠埃希菌中有
(?'>[

的
X0BX%

基因阳性)

?

*

%在中国台湾#

从人类粪便中分离出的大肠埃希菌中
X0BX%

基因的阳性率为

+%'([

)

;

*

%在美国#从肾炎患者和动物中分离出的大肠埃希菌

其
)

类整合子的携带率分别为
);'*[

和
&?'*[

)

%*

*

%有希腊学

者研究发现#分别从当地禽类(住院患者与非住院患者中分离

的大肠埃希菌其
X0BX%

基因的阳性率分别为
);'&[

(

&<'&[

和

%%'%[

)

%%

*

'

本地区临床分离大肠埃希菌中
)

类整合子的总体检出率

为
??'>+[

#高于既往的研究#可能的原因有!$

%

&从本研究所

选菌株的来源看#易发生耐药的医源性呼吸系统感染来源的细

菌比例较高%$

&

&本研究采用
O-7

同时对
)

类整合子的
+

种基

因检测#以提高其阳性率%$

+

&临床分离的整合子有日趋上升的

趋势%$

)

&各地区抗生素使用的情况不同#造成了菌株在抗生素

选择压力下出现地区性的差异'

对检测到的
)

类整合子可变区基因进行测序#经比对证实

为
8EH%>4CC8/(

基因(

CC8/

基因#可编码对磺胺类抗菌药和氨

基糖苷类抗生素的耐药#这与耐药表型上
!

在整合子阳性组

的耐药率明显高于整合子阴性组的结果是吻合的#亦与其他报

道的常见基因和类型相吻合)

%&4%+

*

'这同样可以说明
)

类整合

子与大肠埃希菌的耐药有关'在整合子可变区内检测出耐氨

基糖苷类药物的耐药基因#可能是由于其耐药基因整合于菌株

基因中所致#或者是由于感染动物的细菌通过整合子或其他途

径将耐药基因传递给临床菌株)

%)4%<

*

'

细菌染色体
"#/

与质粒
"#/

的一个共同特点是它们均

附着于细胞膜上进行复制'

,",

是一种离子型表面活性剂#在

合适的浓度下它能溶解膜蛋白#破坏细胞膜#

,",

可改变质粒

在细胞膜上的结合位点#使其不能精确复制#并最终导致质粒

不能正确地分配到子细胞中#从而达到消除质粒的目的'

,",

另一个可能的作用机制是!当它进入细胞质后#使某些与质粒

复制及分配有关的蛋白部分或完全失活#造成质粒的丢失'其

消除效果与其浓度和作用温度密切相关'浓度太高#会抑制细

菌生长%浓度太低#质粒消除不理想%同样#适宜的温度也可以

取得理想的质粒消除效果'杨春梅等)

<

*将
,",

法与高温法相

结合#经
)%]

及
,",

的有(无进行交替传代#探索出高温
4,",

消除法#同时达到了细菌的较好生长和较佳的质粒消除效果'

,",

用于消除质粒的研究已较多)

%>4%?

*

#但对
)

类整合子

有无作用#目前国内外尚无类似报道#故本研究采用
,",

进行

实验性研究'本实验结果显示#经
,",

处理后#多重耐药大肠

埃希菌中的
)

类整合子基因阳性率有不同程度的降低#且处理

前(后的差异有统计学意义%就多重耐药大肠埃希菌对
!

(
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的处理前(后
TX-

值进行统计学分析#差异均较显著'经查阅

文献#

,",

对整合子的干扰机制尚无报道#故有待于进一步的

探讨'
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