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目的
!

通过调查临床分离的铜绿假单胞菌"

?.

$的耐药特征及整合子分布差异!并检测整合子中

耐药基因盒信息!以探讨整合子携带与细菌耐药的关系%方法
!

收集临床分离的非重复
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$和琼脂糖凝胶电泳方法

对
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类和
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类整合子及可变区进行检测!并对可变区阳性标本进行测序分析%结果
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株碳青酶烯类敏
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种!检出的耐药基因盒与耐药表型有较好的一致性%结论
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铜绿假单胞菌'

?.

(具有内在广泛耐药属性!是

临床上比较常见的条件致病菌"碳青酶烯类抗菌药

物如亚胺培南等具有抗菌谱广#抗菌活性强等特点"

有研究表明!亚胺培南显示出对
?.

良好的抗菌活

性!是治疗
?.

的首选药物$

)

%

!但随着抗菌药物在临床

上广泛应用!

?.

耐药情况也日益严峻!尤其是耐碳青

酶稀类铜绿假单胞菌'

58?.

(

$

'

%

!给临床的防治工作带

来很大困难"研究发现!整合子已成为细菌产生和传播
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耐药性的重要机制$

*

%

"本研究对临床分离的
#%

株
?.

中整合酶基因及可变区基因盒进行检测!以探讨整合子

携带与细菌耐药的关系!现将结果报道如下"

!

!

材料与方法
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收集本院
'()$

年
)

!

)'

月临床分

离的非重复
?.

共
#%

株"

#%

株
?.

科室分布存在差

异!其中
<5̂ '*

株#脑科
)'

株#呼吸内科
4

株#胃肠

外科
%

株#肝胆外科
!

株#儿科
*

株#烧伤科
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株!碳青酶烯类敏
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作为参照!凝胶成像系统分析并处理结果"参照

文献$
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及可变区所用的引物序列见表
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可变区
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作为参照!电压为
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!凝胶

成像系统分析并处理结果"
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!

可变区测序分析
!

可变区
?58

产物由上海

生工生物有限公司纯化和测序!测序图谱结果使用

562R+1=

软件 进 行 序 列 拼 接 校 正!使 用
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'
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(进行比对分析!选择匹配度最高

结果"
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统计学处理
!

采用
G?GG'(&(

软件进行统计分

析!计数资料比较采用
!

' 检验!以
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为差异有

统计学意义"
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结
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"检出
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株
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!其中
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株!检出率为
'"&4C
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()在

碳青酶烯类敏感
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中未检出
"

类整合子整合酶基因"

部分菌株整合子整合酶基因
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结果见图
)

"

表
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三类整合子中整合酶基因及可变区的引物序列

目的基因 方向 引物序列'
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保守末端的整合酶基因!若其出现阳性表达!则代表对应整合子阳性
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&空白对照

图
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部分
"

类整合酶基因
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扩增结果

"&"

!"

类整合子与各种抗菌药物耐药率的关系
!"

类整合子阳性菌株对各类抗菌药物耐药率除粘菌素

外均高于
"

类整合子阴性菌株!其差异除了氨曲南外

均有统计学意义'
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"

(&("

(!见表
'

"

"

类整合子阳

性检出率与耐药性相对危险度'

11

(分析见表
*

"

表
*

!!"

类整合子阳性检出率与耐药性
11

分析

抗菌药物
11 4"C&/ #

亚胺培南*美罗培南

头孢他啶

环丙沙星
)'&4"!"" '&(!4%)

!

%)&%$)'" (&((#!4*

头孢吡肟
)(&"$#4' )&$!$!%

!

#!&()%$) (&()(')4

左氧氟沙星
))&####$ )&%4'(!

!

$)&4*%4$ (&((%)'"

哌拉西林
)#&*%%%4 '&*%*$"

!

))'&#$%(( (&((!"))

庆大霉素
))&#)4(" )&$!%(4

!

$$&''%"( (&())))$

哌拉西林*他唑巴坦
))&#(!'% )&$!#)'!

!

$$&))%4# (&()))"*

阿米卡星
)#&%(((( )&!($4%

!

'((&!"%(( (&('""(!

氨曲南
'&%4'%"$ (&"#"(!

!

)!&%)("# (&'(*%%)

粘菌素

"&#

!

整合子可变区扩增结果
!

$

株
"

类整合子阳性

菌株经过
?58

及电泳后!出现明显条带的有
#

株!其

片段长度在
'(((

!

"(((Y

/

之间!大小不等!见图
'

)

其余
'(

株
58?.

也进行了可变区扩增!显示有
*

株

在
"((

!

%((Y

/

处也出现条带"见图
*

"

!!

;

&

;12JO2

$

NL.K1EEO2

'

'((

!

!"((Y

/

()

)

#

'

#

!

!

$

&整合子可

变区阳性标本)

*

&可变区阴性标本)

%

&空白对照

图
'

!!

$

株
"

类整合子阳性菌株可变区
?58

结果

!!

;

&

;12JO2

$

NL.K1EEO2

'

'((

!

!"((Y

/

()

*

#

!

#

4

&

"

类整合子阴

性
58?.

可疑条带可变区

图
*

!!

部分
58?.

可变区
?58

结果

"&%

!

可变区基因盒测序结果
!

$

株
"

类整合子阳性

菌株可变区产物及
*

株出现可疑条带可变区
?58

产

物共
)(

株的测序结果显示!

$

株
"

类整合子阳性菌株

可变区有
#

株测序成功!其携带基因盒类型如表
!

所

$"$'
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表
!

!!

$

株
"

类整合子整合酶基因阳性菌株的耐药表型及可变区基因盒组合情况

菌株样本号 耐药表型 可变区大小'

Y

/

( 可变区基因盒组合

) 1

!

Y

!

E

!

O

!

S '%!% 1-F

'

'f

(

3

"

13YQ1D<;3'31-F

'

'f

(

3

"

131223#3

d

-2D5)311E.)3YQ19\.3'

' 1

!

Y

!

P

!

E

!

O

!

S

!

0

!((% 11E:311E.'3P+Q.#311E.)"

* 1

!

Y

!

P

!

E

!

O

!

S A A

! 1

!

P

!

E

!

O

!

0

!((! 11E:311E.'3P+Q.#311E.)"

" 1

!

Y

!

P

!

E

!

O

!

S

!

0

!((! 11E:311E.'3P+Q.#311E.)"

# 1

!

Y

!

E *%#4 YQ1D<;3*311P.!311E:311P.!

$ 1

!

Y

!

P '%'% 1-F

'

'f

(

3

"

13YQ1D<;3'31-F

'

'f

(

3

"

131223#3

d

-2D5)311E.)3YQ19\.3'

!!

1

&碳青酶烯类'亚胺培南#美罗培南()

Y

&氨基糖苷类'阿米卡星#庆大霉素()

P

&喹诺酮类'环丙沙星#左氧氟沙星()

E

&头孢菌素类'头孢他啶#头

孢吡肟()

O

&广谱青霉素'哌拉西林()

S

&青霉素*
'

3

内酰胺酶抑制剂复合物'哌拉西林*他唑巴坦()

0

&单环内酰胺类'西氟南()

A

&未检出

示"共检出
)'

种耐药基因&

1-F

'

'f

(

3

"

1

#

11E.)

#

113

E.!

#

11E:

#

11E.'

#

11E.)"

#

YQ1D<;3'

#

YQ1D<;3*

#

YQ19\.3'

#

1223#

#

d

-2D5)

和
P+Q.)"

"其余
*

株可疑

条带检测出
!

种耐药基因盒!分别是
1223'

#

P+Q!"

#

YQ19\.3)(

和
11E.)

"

#

!

讨
!!

论

!!

?.

是临床上常见的条件致病菌"本研究收集的

?.

菌株中
<5̂

检出率最高!为
**&%C

!可能是由于

<5̂

中多为高龄#免疫力低下#各种较严重急慢性疾

病患者!以及住院时间长#侵入性操作多等危险因素

导致感染率增加$

#

%

!所以医院要对
<5̂

加强消毒管理

和监测"碳青酶烯类抗菌药物如亚胺培南等是临床

上常用于治疗
?.

的强效物!有报道称近年来其耐药

率逐年上升$

$

%

"本研究中
58?.

检出率为
*4&$C

'

'$

*

#%

(!而且在这些耐药菌中对其他种类抗菌药物

如青霉素类#头孢菌素类和喹诺酮类等也有较高的耐

药性!可能与诱导耐药有关"

整合子是一类可以通过位点特异性重组方式捕

获#剪切#整合外源性耐药基因的
NL.

元件$

%

%

!其被

认为是导致抗菌药物抗性#毒性和致病性产生及扩散

的移动元件$

4

%

"其基本组成包括
"i3

保守末端#

*i3

保

守末端及中间的可变区!可变区可在整合酶作用下插

入一个或者多个耐药基因盒!使得细菌表现出相应耐

药特征"根据
"i3

保守末端中编码整合酶的
<-F

"

基因

的不同!整合子目前可以分为
#

类!最常见的是
"

#

#

#

$

类整合子"

本研究发现!

#%

株
?.

中共检出
"

类整合子
$

株!检出率为
)(&'4C

'

$

*

#%

(!未检出
#

类和
$

类!比

文献报道略低$

)(3)*

%

!可能存在地区或选取菌株的差

异"其中
'$

株
58?.

中
"

类整合子阳性率'

'"&4C

(

比
!)

株碳青酶烯类抗菌药物敏感菌株阳性率'

(

(高!

"

类整合子阳性菌株对绝大多数抗菌药物耐药率均

高于
"

类整合子阴性菌株!差异有统计学意义'

#

"

(&("

("通过
88

分析发现!

"

类整合子阳性菌株除

粘菌素外耐药高于阴性菌株!除氨曲南外差异均有统

计学意义'

#

"

(&("

("由此可知!整合子的携带对细

菌耐药起着重要作用!两者有着密切关系!因此在治

疗中需要关注是否为整合子携带的致病菌感染"

目前在
"

类整合子阳性菌株可变区中发现的耐

药基因盒众多!本研究在
#

株
"

类整个子阳性菌株的

可变区中共检出
)'

种耐药基因盒"其中
1-F

'

'f

(

3

"

1

#

11E.)

#

11E.!

#

11E:

#

11E.'

#和
11E.)"

为编码氨基

糖苷类药物的耐药基因$

)!

%

)

YQ19\.3'

#

YQ1D<;3*

和

YQ1D<;3'

为编码
'

3

内酰胺类药物的耐药基因$

)"

%

)

1223

#

与利福平药物耐药有关)

d

-2D5)

基因与喹诺酮类耐

药有关)

P+Q.)"

基因与氯霉素耐药有关$

)#

%

"通过分

析可变区测序结果!耐药基因和耐药表型具有较好的

一致性!但也有些菌株表达了耐药表型却未检出耐药

基因盒!如
'

#

*

#

!

和
"

号菌株都对喹诺酮类耐药!却

未检出相应的耐药基因盒!可能存在其他耐药机制"

综上研究!整合子的携带与细菌耐药性有着密切

的联系!应加强监测和减少抗菌药物滥用"整合子的

研究!对于了解细菌耐药的发生和传播机制具有重要

作用"
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可知"目前
B?

感染与胃外的疾病的关系及机制被

广泛地研究$

)*3)"
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!尽管对于
N;

的发生与
B?

感染的

机制仍不十分清楚!但它们在
<8

和
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发病中的作

用及其相互关系是值得关注的"
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