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整合子与多耐药铜绿假单胞菌的相关性研究
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　　摘　要：目的　研究分离自烧伤患者的铜绿假单胞菌（Ｐａ）整合子携带情况及其与多药耐药的相关性。方法　对５０株Ｐａ采

用ＫＢ法进行药敏实验，简并引物扩增法扩增整合子，限制性片段长度多态性（ＲＦＬＰ）分析确定整合子类型。结果　５０株Ｐａ对

２２种抗菌药物的耐药率达９０％以上；４９株（９８％）携带Ⅰ类整合子，未检出Ⅱ、Ⅲ类整合子。结论　该院Ｐａ临床菌株对β内酰胺

类、氨基糖苷类、喹诺酮类等抗菌药物耐药率较高，多药耐药性可能与Ⅰ类整合子有关。
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　　铜绿假单胞菌（Ｐａ）为条件致病菌，是引起医院感染的主要

致病菌，具有复杂的耐药机制，而对多种药物不敏感。近年来

整合子在Ｐａ耐药机制中的作用被广泛关注
［１］。整合子可将许

多耐药基因盒整合在一起，从而导致细菌形成多药耐药性。基

因盒在整合酶作用下可在不同整合子间转移，因此整合子可使

耐药基因互相交换，再借助转化、转导与接合使耐药性在病原

菌中广泛传播［２］。在整合子介导细菌耐药机制中，第Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ

类整合子起着主要作用。本研究通过简并引物聚合酶链反应

（ＰＣＲ）扩增法，对分离自烧伤创面的Ｐａ进行了整合子检测，并

用限制性片段长度多态性（ＲＦＬＰ）分析对整合子进行分类，现

报告如下。

１　资料与方法

１．１　一般资料　分离自本院烧伤住院患者创面分泌物标本的

Ｐａ５０株（剔除同一患者的重复分离株）。

１．２　仪器与试剂　ＶＩＴＥＫＡＭＳ全自动微生物鉴定系统（法

国生物梅里埃），ＪＤ８０１型核酸／蛋白凝胶图像分析管理系统

（珠海黑马）；药敏纸片（英国 Ｏｘｏｉｄ），ＭＨ 琼脂平板（天津金

章），ＰＣＲ引物、限制性内切酶（ＨｉｎｆⅠ和 ＡｖａⅡ）（广州达安）；

质控菌株ＰａＡＴＣＣ２７８５３和大肠埃希菌 ＡＴＣＣ２５９２２购自卫

生部临床检验中心。

１．３　方法

１．３．１　菌株鉴定及药敏试验　采用 ＶＩＴＥＫＡＭＳ全自动微

生物鉴定系统进行菌株鉴定，以 ＡＴＣＣ２７８５３为阳性对照，以

ＡＴＣＣ２５９２２为阴性对照。采用ＫＢ法测定２２种抗菌药物的

敏感性，并根据美国临床实验室标准化协会（ＣＬＳＩ）２００６年版

标准规定的界值判定结果。

１．３．２　整合子检测　挑纯培养菌落置０．５ｍＬ离心管内（已

预置２００μｇ／Ｌ蛋白酶 Ｋ溶液），５６℃水浴２ｈ，９５℃水浴１０

ｍｉｎ，１５０００ｒ／ｍｉｎ离心３０ｓ，吸取上清液移入新的０．５ｍＬ离

心管作为模板。简并引物序列Ｐ１：５′ＴＧＣＧＧＧＴＹＡＡＲＧ

ＡＴＢＴＫＧＡＴ３′；Ｐ２：５′ＣＡＲＣＡＣＡＴＧＣＧＴＲＴＡＲＡＴ３′。

ＰＣＲ总反应体积５０μＬ，含引物Ｐ１及Ｐ２（１０ｐｍｏｌ／μＬ）各１

ｍＬ，ＰＣＲ缓冲液１０μＬ，ｄＮＴＰｓ（１０ｍｍｏｌ／Ｌ）１μＬ，Ｔａｑ酶（３

Ｕ／μＬ）１μＬ，模板２μＬ，重蒸水（ｄｄＨ２Ｏ）３４μＬ。ＰＣＲ反应条

件为：９３℃５ｍｉｎ，９３℃３０ｓ、５８℃４５ｓ、７２℃６０ｓ循环４０次，

７２℃７ｍｉｎ。以纯水为阴性对照，以Ⅰ类整合酶基因阳性质粒

（由华南理工大学食品与生物工程学院石磊老师馈赠）为阳性对

照。以２％琼脂糖凝胶，１００Ｖ条件下电泳扩增产物２０ｍｉｎ。

１．３．３　ＲＦＬＰ分析　用 ＨｉｎｆⅠ和 ＡｖａⅡ对ＰＣＲ阳性产物进

行ＲＦＬＰ分析，试验方法见文献［３］。

２　结　　果

２．１　药敏试验结果　Ｐａ对常用２２种抗菌药物的体外药敏试

验结果见表１。

表１　　Ｐａ体外药敏试验结果（％）

抗菌药物 耐药 中介 敏感

氨苄西林 １００．０ ０．０ ０．０

氨苄西林／舒巴坦 １００．０ ０．０ ０．０

哌拉西林 ９８．０ ０．０ ２．０

哌拉西林／他唑巴坦 ９４．０ ０．０ ６．０

头孢唑啉 １００．０ ０．０ ０．０

头孢呋辛 １００．０ ０．０ ０．０

头孢曲松 １００．０ ０．０ ０．０

头孢他定 ９８．０ ０．０ ２．０

头孢哌酮 ９６．０ ２．０ ２．０

·９８１２·国际检验医学杂志２０１２年９月第３３卷第１８期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｓｅｐｔｅｍｂｅｒ２０１２，Ｖｏｌ．３３，Ｎｏ．１８

 基金项目：天津市卫生局课题资助项目（项目编号：０５ｋｙｚ１４）。



续表１　　Ｐａ体外药敏试验结果（％）

抗菌药物 耐药 中介 敏感

头孢噻肟 ９８．０ ２．０ ０．０

头孢吡肟 ９４．０ ４．０ ２．０

头孢西丁 １００．０ ０．０ ０．０

氨曲南 ９４．０ ２．０ ４．０

左氧氟沙星 ９８．０ ０．０ ２．０

环丙沙星 ９８．０ ０．０ ２．０

庆大霉素 ９６．０ ２．０ ２．０

阿米卡星 ８０．０ １４．０ ６．０

妥布霉素 ９８．０ ０．０ ２．０

呋喃妥因 １００．０ ０．０ ０．０

复方新诺明 １００．０ ０．０ ０．０

亚胺培南 ９２．０ ０．０ ８．０

美洛培南 ９２．０ ２．０ ６．０

２．２　ＰＣＲ扩增结果　４９株 Ｐａ可扩增获得目的片段（４９１

ｂｐ），见图１。

２．３　ＲＦＬＰ分型　５０株Ｐａ中，有４９株核酸ＰＣＲ扩增阳性产

物经ＨｉｎｆⅠ酶切可获得４９１ｂｐ片段（见图２），经ＡｖａⅡ酶切可

获得３４５、１４６ｂｐ片段（见图３），该４９株Ｐａ携带Ⅰ类整合子，

阳性率为９８％，未检出Ⅱ、Ⅲ类整合子。

　　Ｐ：Ⅰ类整合子阳性对照株；Ｎ：阴性对照；Ｓ：标本；Ｍ：ＤＮＡ分子标

记物（从下往上分别为１００、２００、３００、４００、５００、６００、７００、８００、９００、

１０００、１５００ｂｐ，下同）。

图１　　琼脂糖凝胶电泳图

　　Ｐ：Ⅰ类整合子阳性对照株；Ｎ：阴性对照；Ｈ：ＰＣＲ阳性产物；Ｍ：

ＤＮＡ分子标记物。

图２　　ＨｉｎｆⅠ酶切图

　　Ｐ：Ⅰ类整合子阳性对照株；Ｎ：阴性对照；Ｖ：ＰＣＲ阳性产物；Ｍ：

ＤＮＡ分子标记物。

图３　　ＡｖａⅡ酶切图

３　讨　　论

目前已发现６类整合子，可编码不同的整合酶，其中革兰

阴性菌以Ⅰ类整合子最常见
［４５］。Ⅱ类整合子在Ｐａ中检出率

较低（１．３７％）
［６］，在志贺菌属中检出率最高［７］。Ⅱ类整合子含

有１个终止密码子，其所编码的整合酶不能催化基因盒的整合

与剪切，因而在耐药基因水平传播中作用有限。Ⅲ类整合子最

初是在耐碳青霉烯类粘质沙雷菌质粒上发现的［８］，曾有在Ｐａ

中检出Ⅲ类整合子的报道
［９］。本研究则未检出Ⅱ类和Ⅲ类整

合子。

本研究中的Ｐａ菌株均分离自烧伤患者创面分泌物标本，

药敏试验结果显示其对β内酰胺类、氨基糖苷类、喹诺酮类及

碳青霉稀类等抗菌药物的耐药率高达９０％以上，多药耐药现

象非常严重。碳青霉烯类曾是治疗Ｐａ感染的敏感药物，但随

着该类药物的大量应用，耐药率逐渐增高。

对５０株Ｐａ进行简并引物ＰＣＲ扩增，只有１株经多次扩

增，均未获得阳性条带，可能不携带整合酶基因。药敏试验结

果显示，该株菌对喹诺酮类、氨基糖苷类、三代头孢以及碳青霉

烯类敏感，说明整合子阳性Ｐａ耐药性更强
［４］。其他４９株多药

耐药Ｐａ均携带Ⅰ类整合子，检出率远高于王寰等
［１０］报道的

２５．９％。Ⅰ类整合子与药敏试验具有较好的符合率，但是否可

通过Ⅰ类整合子检测以预测菌株是否具有多药耐药性尚需进

一步研究。

值得注意的是，本研究中的菌株均分离自烧伤患者标本，

且Ⅰ类整合子检出率较高，但并不能以此认为是同一菌株引起

的院内感染，需对菌株进行ＤＮＡ指纹分析以进一步分型。
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