
!论
!!

著!

质粒介导的大肠埃希菌和肺炎克雷伯菌耐喹诺酮类药物的研究

孙康德!冯志磊!虞中敏!唐
!

毅!陈福祥

"上海交通大学医学院附属第九人民医院检验科
!

2&&&$$

#

!!

摘
!

要#目的
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研究质粒介导的大肠埃希菌和肺炎克雷伯菌的流行情况及其对喹诺酮类药物耐药的作用%方法
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采用聚合

酶链反应"

/.0

#对大肠埃希菌和肺炎克雷伯菌的
]

>G

基因进行筛选!用实验证明
]

>G

基因可以通过质粒介导并在细菌之间传递%

结果
!

在
$9#

株大肠埃希菌和
$2#

株肺炎克雷伯菌中共检出
$:

株细菌携带
]

>G

基因!其中
$2

株为大肠埃希菌!

9

株肺炎克雷伯

菌%

$:

株
]

>G

基因阳性菌株均为产超广谱内酰胺酶"

*,!(=

#菌株且呈多重耐药性%结论
!

共检出
$:

株细菌携带
]

>G

基因!其阳

性率为
#6'4

!大肠埃希菌阳性率高于肺炎克雷伯菌%

]

>G

基因可以通过质粒介导!从供体菌接合转移至受体菌!且
]

>G

在接合子

中较稳定%

关键词#肠致病性大肠杆菌&
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克雷伯菌!肺炎&
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喹诺酮类&
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基因&
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氟喹诺酮类药物为广谱全合成抗生素#广泛用于各种感染

性疾病的治疗*近年来细菌对氟喹诺酮类药物的耐药呈上升

趋势#耐药菌谱也日益扩大#严重影响其疗效和临床应用(

$

)

*

细菌对氟喹诺酮类药物的耐药性主要是细菌染色体基因突变#

其不具有水平传播性*迄今为止#只有美国'中国和韩国等少

数国家发现该基因#且局限在大肠埃希菌'肺炎克雷伯菌和阴

沟肠杆菌等中(

2?9

)

*本研究通过临床分离的大肠埃希菌和肺炎

克雷伯菌进行
]

>G

$

]

H<>ADA>CGC=<=DE>OC

%基因筛查#以了解质粒

介导耐药在喹诺酮类耐药性形成的作用及传播机制*

D

!

资料与方法

D6D

!

一般资料
!

$9#

株大肠埃希菌和
$2#

株肺炎克雷伯菌来

自
2&&:

年
$

月至
2&&%

年
$

月上海
9

家教学医院临床住院患

者标本分离的菌株#所有细菌均选择患者的初次分离株#均为

环丙沙星耐药株#主要来自痰液'尿液'分泌物'血液'脓液等标

本*质控 菌 株 $大 肠 埃 希 菌
)"..2#'22

'肺 炎 克 雷 伯 菌

)"..3&&:&5

%购自上海市临床检验中心*

]

>G

基因阳性对照

菌株
*$2

和受体菌
*OAJ<Z#5

均由上海华山医院抗生素研究所

惠赠*

D6E

!

仪器与试剂
!

血琼脂平板'中国蓝平板'巧克力平板$购

自上海市临床检验中心%*

(!

液体培养基'

",)

培养基'琼脂

稀释法含抗菌药物琼脂平皿$自配%#抗生素纸片头孢他啶'头

孢噻肟'头孢他啶
W

棒酸'头孢噻肟
W

棒酸$英国
c̀̀ +V

公

司%#仪器鉴定系统为法国生物梅里埃
\+"*a

全自动细菌鉴

定仪*

,a2&32/.0

扩增试剂盒$上海生工生物工程技术服务

有限公司%'

"5"FCGIAO

R

OJCG/.0

扩增仪$德国
!<AICDGE

公

司%'

"E>A>2#&&

凝胶成像系统$天能科技上海有限公司%*

D6F

!

引物序列
!

据美国国立生物信息中心$

-.!+

%已发布的

]

>G

基因序列及相关参考文献(

#

)设计引物*引物由上海生工

生物工程技术服务有限公司负责合成*
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$
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!

鉴定方法与药敏判定
!

采用全自动细菌鉴定仪
\+"*a

系统对感染的细菌作鉴定及用药敏卡
[+.

法做药敏试验*

D6P

!

产超广谱内酰胺酶检测方法
!

在
\+"*a52

型全自动细

菌分析系统上检测*同时将菌株用头孢他啶'头孢他啶
W

棒酸

及头孢噻肟'头孢噻肟
W

棒酸做纸片法确证试验*

D6R

!

采用
/.0

进行
]

>G

基因筛选

D6R6D

!

细菌
V-)

的粗提方法$煮沸法%

!

将收集到的菌株接

种于菌种半固体培养基中#

9Y

冰箱保存备用*活化时#挑取

菌株于
[?̂

琼脂平板#

5#Y

#

$%

%

29F

孵育*用无菌棉签挑

取
[?̂

平板上
5

%

9

个菌落#置于含有
$I(

无菌双蒸水的微

量离心管中混匀#于
$&& Y

沸水锅中煮沸
$#I<>

#冷却后#

#&&&G

"

I<>

#

# I<>

#离心半径
%OI

*吸取上清液$含细菌

V-)

%

$#&

!

(

于
&6#I(

微量离心管中#

9Y

保存*

+

#5:

+

国际检验医学杂志
2&$$

年
#

月第
52

卷第
:

期
!

+>DZ(EQ[CN

!

[E

R

2&$$

!

\AJ652

!

-A6:



D6R6E

!

/.0

!

#&

!

(

反应体系!
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模板

$

$&&

!

8

"

(

%

#

!

(

&双蒸水
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反应条件!

'9Y#I<>

预变性&

'9Y5&=

#

##Y5&=

#

32Y5&=

#共
5&

个循环#

32Y

#I<>

延伸*
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!

质粒结合试验

D6S6D

!

受体菌和供体菌的来源
!

*OAJ<Z#5

$耐叠氮钠%由上海

华山医院抗生素研究所惠赠*供体菌在
$9#

株大肠埃希菌和

$2#

株肺炎克雷伯菌中检出的
$:

株细菌*

D6S6E

!

质粒结合实验
!

菌株的复苏'活化'接合'筛选*

E

!

结
!!

果

E6D

!

在
$9#

株大肠埃希菌和
$2#

株肺炎克雷伯菌中共检出

$:

株细菌携带
]

>G

基因#其中
$2

株为大肠埃希菌#

9

株肺炎克

雷伯菌*

$:

株
]

>G

基因阳性菌株均为产
*,!(=

'且呈多重耐

药菌株#对亚胺培南均敏感&对青霉素类'头孢菌素类'单酰胺

类'氨基糖苷类'磺胺类均耐药&对呋喃妥因'特治星部分菌株

敏感*

E6E

!]

>G

基因的检测
!

$:

株
]

>G

基因阳性菌株见图
$

*
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质粒结合试验
!

在
$&

倍稀释的加有叠氮钠和氯霉素

",)

的选择性平板上#

$9

株供体菌的接合子均有菌落生长#在

$&&

'

$&&&

倍稀释的加有叠氮钠和氯霉素
",)

的选择性平板

上#

$9

株供体菌的接合子均无菌落生长#在接种受体菌和供体

菌对照的
",)

平板上均无菌落生长*

$9

株
]

>G

基因阳性菌株

对抗生素的
[+.

值均有
$&

%

5&

倍以上的提高#即接合菌对所

选的抗生素的
[+.

值比受体菌均有很大的提高#比供体菌低*

提示
$9

株
]

>G

基因阳性菌株的接合试验成功#

2

株接合试验失

败*见表
$

*

表
$

!!

受体菌"供体菌和接合菌对抗生素的耐药情况

项目
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为
$&&Q

L

V-)

标记&

$

为
]

>G

阳性对照菌株&

2

为阴性对照菌

株&

5

'

9

'

#

为大肠埃希菌和肺炎克雷伯菌
]

>G

阳性菌株*

图
$

!!]

>G

基因扩增产物电泳图

E6G

!

接合菌中
]

>G

基因的检测
!

对
$9

株接合菌进行
]

>G

基

因扩增的试验#均在
::$Q

L

处检测出阳性条带*证实
]

>G

基

因通过质粒介导#从供体菌接合转移至受体菌*见图
2

*

!!

[

为
$&&Q

L

V-)

标记$从下至上依次为
$&&

'

2&&

'

5&&

'

9&&

'

#&&

'

:&&

'

3&&

'

%&&

'

'&&

'

$T

'

$6$T

'

$62T

%&

$

为
]

>G

阳性对照菌株&

2

为阴性

对照菌株&

5

为大肠埃希菌
Z#5

受体菌&

9

'

#

'

:

为大肠埃希菌和肺炎克

雷伯菌阳性菌株*

图
$

!!

接合菌
]

>G

基因扩增产物电泳图

E6P

!]

>G

基因在接合菌中的稳定性
!

在连续培养
5N

中#用纸

片扩散法检测环丙沙星的结果均为敏感#抑菌圈大小保持不

变#均在
5&II

左右#与接合试验中用环丙沙星纸片筛选含药

的
",)

培养基上生长的接合子的抑菌圈大小一致#即
$9

株接

合子均未丢失环丙沙星耐药性#提示
]

>G

在接合子中是较稳

定的*

F

!

讨
!!

论

目前#已知细菌对氟喹诺酮类药物的主要耐药机制为!$

$

%

靶位基因
'

型拓扑异构酶即
V-)

促旋酶基因$

8R

G)

'

8R

G!

%和

拓扑异构酶
(

基因$

L

EG.

'

L

EG*

%突变#导致
V-)

促旋酶和拓

扑异构酶
(

的结构'构象发生变化#使药物不能与酶
V-)

的

复合物稳定结合(

:

)

*$

2

%细菌膜通透性的降低和膜上药物主动

外排泵的激活#使细菌体内药物蓄积浓度低于有效浓度(

:

)

*

$

5

%质粒上
]

>G

基因座介导细菌对氟喹诺酮耐药#其中$

$

%和

$

2

%耐药机制由染色体介导引起#不具有水平传播性*最近#

[EGD<>CS

等(

3

)发现了
$

个可编码喹诺酮耐药的多重耐药基因

]

>G

#

]

>G

基因是由可接合质粒介导的喹诺酮类耐药基因#其作

用机制是其编码的蛋白质对喹诺酮类药物靶位点的保护#从而

导致药物治疗失效*虽然
]

>G

基因介导低水平喹诺酮类耐药

的报道不多#其检出率也较低#但由于
]

>G

基因位于可移动性

遗传元件质粒或整合子上#可在不同菌株和不同菌种间传播*

本研究在
$9#

株大肠埃希菌和
$2#

株肺炎克雷伯菌中共检出

$:

株细菌携带
]

>G

基因#阳性率为
#6'4

#其中
$2

株为大肠埃

希菌$

%654

%#

9

株肺炎克雷伯菌$

5624

%#与
#

年前文献报道

的数据比较有所提高#这可能与喹诺酮类耐药在临床上应用逐

年上升有关#

$:

株
]

>G

基因阳性菌株均为产
*,!(=

菌且呈多

重耐药性*据文献报道#含有
]

>G

质粒的
L

[_2#2

包含
*,!(=

的基因#表明在喹诺酮耐药和
*,!(=

之间差异有统计学意义
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且呈显著相关性(

%

)

#在有其他喹诺酮耐药机制的菌株中$如外

膜孔道蛋白丢失%#

]

>G

基因的存在能使喹诺酮的耐药性达到

很高的水平*

本组通过对上海
9

家教学医院所收集的菌株进行
]

>G

基

因检测以及接合试验与其稳定性试验的研究#发现细菌对喹诺

酮类药物的耐药性除文献报道的染色体基因介导外#还可通过

质粒携带的基因介导产生#从供体菌接合转移至受体菌#且

]

>G

在接合子中是较稳定的*相对于染色体#质粒所带的耐药

基因更易于水平传播#可以跨种属广泛传递#是临床上耐药性

快速变迁的主要原因之一*细菌所含质粒在一定的时空内相

对稳定#且具有地区特异性#国内外均有相关的研究和报道(

'

)

*

]

>G

基因的出现#表明了
$

个危险的信号!随着抗菌药物的广

泛应用#细菌的耐药性也逐步向更加复杂'多重耐药的方向发

展*

]

>G

基因研究的临床意义在于其可在不同细菌中迅速水

平传播#导致医院内甚至更大范围的流行而不利于感染的控

制(

$&?$$

)

*

]

>G

基因常与其他多种耐药基因共同整合在一起#从

而缩小了临床治疗相关细菌感染时选药或联合用药的空间*

因此#临床应重视
]

>G

基因的检测和掌握本地区
]

>G

基因的存

在情况#并采取积极措施进行预防和控制质粒介导的喹诺酮耐

药菌株的播散*
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血标本的低'中'高值批内'批间不精密度与
.(+)i%%

允许总

误差进行比较#分别小于
$

"

5.(+)i%%

允许总误差#这也符合

了本院检验科
+,̀ $#$%'

实验室管理体系的质量要求*对定

值全血质控物进行监测分析#测定值与靶值间进行比较#差异

无统计学意义$

!

%

&6&#

%#说明
(̂ ?3#&

准确性较好*

(̂ ?3#&

的
#

个测量指标测定按不确定度的评定程序分析#其不确定度

的来源包括受检者的生物因素'标本因素'试剂因素'校准液的

影响和操作因素等*但对于医学实验室检测的许多项目#在计

算不确定度时#要考虑到影响实验结果的所有分析前因素是不

切实际的#必须将所有这些分析前因素降至最低*因此#所有

检测项目必须制定标准操作程序#特别是标本的预处理和保存

必须标准化*必要时#可拒收不符合标准的样本*如果采集的

标本都经过这样的处理#可以不考虑分析前的因素#这将简化

不确定度的评定程序(

#

)

*样品携带物污染率均小于
24

*线

性范围较广#基本包涵了临床出现病例的血液细胞数变化#理

论值与实测值间相关系数较理想*

(̂ ?3#&

血细胞两种进样

模式间偏倚都在仪器允许误差的范围内*

(̂ ?3#&

与
=

R

=?

ICU$&&&<

结果比较#相关系数较好$

&6''::

%

&6''''

%*

(̂ ?3#&

全自动血液分析仪各方面性能良好#仪器操作简

便'快速'准确'精密可靠#分析参数基本达到其技术指标#全自

动分析功能可满足大'中型医院的需求*
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