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%的耐药特征及耐药整合子分布!探讨整合子携带与耐药的关系&方法
!

收

集并保存该院临床分离的非重复
56

菌株
#9&

株$药物敏感试验采用纸片法"

[=.

法%$药物敏感结果统计分析采用
]/\VX1,$&

软件$整合子检测采用聚合酶链式反应"

5!-

%方法&结果
!

临床分离的
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株
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菌株对
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为#亚胺培南"
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类整合子阳性菌株
"&8

株"

*"$8U

%!

)

类整合子
*

株"

"$,U

%!未检测出
+

类整合子$发

现除多黏菌素外!

(

类整合子检测阳性菌株对不同种类抗菌药物的耐药率明显高于
(

类整合子检测阴性菌株!差异有统计学意义

"

!

#

&$&,

%&结论
!

该地区临床分离
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菌株携带整合子类型为
(

'

)

型!菌株携带整合子与该地区
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耐药密切相关&
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铜绿假单胞菌$

56

&是引起医院内感染的重要条件致病菌

之一)近年来随着抗菌药物的广泛使用#特别是抗菌药物的不

合理使用#

56

的耐药性逐渐增加#多重耐药形式也十分严峻#

给临床抗感染治疗造成极大的困难)

56

的耐药机制较为复

杂#除其本身表现出对多种抗菌药物天然耐药外#该菌也可以

通过一些基因水平传播元件的参与#从而迅速获取外界耐药基

因)整合子是近年来发现的一组基因水平转移元件#与
56

耐

药的形成密切相关)目前已经出现
%

种类型的耐药整合子#其

中
(

和
)

类整合子最为普遍#且与临床的关系也最为密切'

"=#

(

)

为了解整合子携带与
56

耐药的关系#本研究对本地区临床收

集的
#9&

株
56

菌株的耐药性及整合子加以检测#现报道

如下)

?

!

材料与方法

?$?

!

菌株来源
!

本院
#&"%

年
'

月至
#&"*

年
9

月临床分离非

重复
56

菌株
#9&

株#其中分离自痰液标本
"8+

株$

'9$",U

&#

尿液标本
#%

株$

+$+,U

&#血液标本
"&

株$

%$+,U

&#引流液标

本
"&

株$

%$+,U

&#分泌物标本
,

株$

"$8#U

&#其他种类标本
"*

株$

,$%+U

&)

?$@

!

方法

?$@$?

!

细菌鉴定
!

采用法国生物梅里埃公司
WR1X[#!>I=

D

EG?

全自动细菌鉴定系统进行菌株的鉴定)

?$@$@

!

药物敏感试验
!

药物敏感试验采用纸片扩散法$

[=.

法&#结果判读参照美国临床实验室标准化协会$

!3RP

&

#&"&

年

标准'

%

(

)共测试
"*

种抗菌药物#包括哌拉西林$
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#
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"

L

&*

头孢哌酮$
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#
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"

L

&*头孢他啶$

!6a

#

%&

"

L

&*头孢噻肟

$

!1h

#

%&

"

L

&*头孢吡肟$

MX5

#

%&

"

L

&*亚胺培南 $

R5Q

#

"&

"

L

&*氨曲南$

61Q

#

%&

"

L

&*哌拉西林"他唑巴坦$

1a5

#

"&&

"

L

"

"&

"

L

&*阿米卡星$

6[

#

%&

"

L

&*庆大霉素$

2XV

#

"&

"

L

&*妥

布霉素$

1\.

#

"&

"

L

&*环丙沙星$

!R5

#

,

"

L

&*多黏菌素$

5.

#

%&&

4

&和磺胺甲唑"甲氧苄啶$

Ph1

#

"$#,

"

L

"

#%$',

"

L

&)质控

菌株大肠埃希菌
61!!#,8##

*铜绿假单胞菌
61!!#'+,%

#均

来自江苏省临床检验中心)

?$@$A

!

整合子基因检测
!

细菌模板提取采用煮沸方法)引物

设计参照文献'

*

(#见表
"

)引物由上海英骏公司负责合成)

+

'*,%

+
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聚合酶链式反应$

5!-

&产品购自大连宝生生物公司)整合子

基因
5!-

反应体系为
,&

"

3

#包括
"&T5!-

反应缓冲液

,$&

"

3

*

AV15*$&

"

3

*引物各
"

"

3

*模板
#

"

3

*

1E

`

酶
"

"

3

#

最后加蒸馏水至
,&

"

3

)

5!-

反应参数!

8*f

预变性
,I;<

#

8*f

变性
%&)

#

,&f

退火
%&)

#

'#f

延伸
"I;<

#反应
%,

个循

环#最后
'#f

延伸
'I;<

)

"U

的凝胶电泳#紫外灯下观察结

果)

表
"

!

整合酶基因检测所需的引物序列

序号 引物 引物序列 引物大小$

0

D

&

" R<?R"M 6!262!2!6622111!221 ,9,

# R<?R"- 2666221!1221!616!612

% R<?R#M 212!66!2!611112!622 *&%

* R<?R#- !66!22621!612!62612

, R<?R%M !61112121121226!22! '"'

9 R<?R%- 26!62616!21211122!66

?$A

!

统计学处理
!

药敏结果中介归于耐药#并将药敏结果输

入
]/\VX1,$&

软件进行分析#率的比较采用
%

# 检验#

!

#

&$&,

为差异有统计学意义)

@

!

结
!!

果

@$?

!

56

对
"*

种抗菌药物的耐药性
!

#9&

株
56

对
!1h

和

Ph1

的耐药率高$均大于
9&U

&#对
R5Q

和
6[

的耐药率低

$均小于
#&U

&#对
5.

全敏感)对其他种类抗菌药物的耐药率

由 低 到 高 依 次 为!

MX5

$

#&$%U

&*

1a5

$

#"$,U

&*

!6a

$

##$9U

&*

61Q

$

%"$8U

&*

1\.

$

%"$8U

&*

!M5

$

%+$"U

&*

2XV

$

%+$+U

&*

5-3

$

*"$8U

&及
!R5

$

*8$#U

&)见表
#

)

表
#

!!

56

菌株对
"*

种抗菌药物的耐药率#

$d#9&

$

抗菌药物 株数$

$

& 耐药率$

U

&

5-3 "&8 *"$8

61Q +% %"$8

!6a ,8 ##$9

!M5 88 %+$"

!1h "9" 9"$8

MX5 ,% #&$%

R5Q *+ "+$,

5. & &$&

!R5 "#+ *8$#

Ph1 "+% '&$*

1a5 ,9 #"$,

6[ *8 "+$+

1\. +% %"$8

2XV "&" %+$+

@$@

!

56

主要多重耐药模式
!

以耐
%

种以上抗菌药物为多重

耐药菌株#本次临床分离的
56

菌株有
"#%

株呈多重耐药#多

重耐药率为
*'$%U

)多重耐药模式以对
#

=

内酰胺类*氨基糖

苷类及喹诺酮类抗菌药物同时耐药为主#共
+8

株$

%*$#U

&)

@$A

!(

*

)

及
+

类整合子分布
!

#9&

株
56

共检出
(

类整合

子阳性菌株
"&8

株#检出率为
*"$8U

%检出
)

类整合子阳性菌

株
*

株#检出率为
"$,U

#且
*

株
)

类整合子阳性菌株同时也

检出
(

类整合子%未检出
+

类整合子)

(

*

)

类整合子
5!-

结

果#见图
"

*

#

)

图
"

!!(

类整合子
5!-

检测结果

图
#

!!)

类整合子
5!-

检测结果

@$B

!(

类整合子与
56

菌株耐药的关系
!(

类整合子检测阳

性
56

菌株对不同种类的抗菌药物耐药率除
5.

外#均明显高

于
(

类整合子检测阴性的菌株#差异均有统计学意义$

!

#

&$&,

&)见表
%

$见.国际检验医学杂志/网站主页,论文附

件-&)

@$F

!(

类整合子与
56

多重耐药的关系
!

"&8

株
(

类整合子

检测阳性
56

菌株有
+'

株呈多重耐药#多重耐药率为
'8$+U

%

","

株
(

类整合子检测阴性菌株有
%9

株呈多重耐药#多重耐

药率为
#%$+U

)经
%

# 检验#两者多重耐药率差异有统计学意

义$

%

#

d,$#9

#

!

#

&$&"

&)

A

!

讨
!!

论

#

=

内酰胺类抗菌药物具有抗菌谱广*抗菌能力强及不良反

应少的优点#是治疗
56

感染的首选药物)本次耐药检测结果

显示#

56

对 此 类 药 物 的 耐 药 率 由 低 到 高 依 次 为
R5Q

$

"+$,U

&*

MX5

$

#&$%U

&*

1a5

$

#"$,U

&*

!6a

$

##$9U

&*

61Q

$

%"$8U

&*

!M5

$

%+$"U

&*

5-3

$

*"$8U

&*

!1h

$

9"$8U

&)结果

表明#

5-3

和
!1h

对
56

的抗菌活性差#已不适于
56

感染的

常规治疗#而
R5Q

仍显示出对
56

良好的抗菌活性#可以用作

治疗
56

引起的重度感染的首选药物#其他种类药物可以依据

药敏结果合理使用)本次检测
R5Q

的耐药率为
"+$,U

#略低

于
#&"&

年中国东北*西南及华南地区耐药性监测结果'

,='

(

#原

因可能与各地区之间的药物使用差别有关)值得注意的是#绝

+

+*,%

+

国际检验医学杂志
#&",

年
"#

月第
%9

卷第
#*

期
!

R<?Y3E0QCA

!

ZCGCI0CF#&",

!

W>7$%9

!
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大多数
R5Q

耐药菌株呈现一定的泛耐药性#表现出对除
5.

外

所有的抗菌药物耐药)结果提示此类菌株感染的治疗#临床可

以选择的药物有限#因此加强泛耐药菌株流行趋势监测具有十

分重要的意义)

氨基糖苷类抗菌药物是治疗革兰阴性杆菌感染的又一类

强效药物#与
#

=

内酰胺类抗菌药物联合使用可以产生强大的抗

菌效果)近年来#

56

对此类药物耐药率呈上升趋势)资料显

示#

"88*

!

#&&+

年#

56

对
6[

的耐药率由
""$&U

上升至

#,$'U

#对
1\.

的耐药率由
"'$'U

上升至
%+$9U

#对
2XV

的

耐药率由
*#$"U

上升至
9#$#U

'

+=8

(

)本次耐药检测结果显示#

56

对
6[

*

1\.

及
2XV

的耐药率分别为
"+$+U

*

%"$8U

及

%+$+U

)结果明显要低于上述耐药监测地区的报道#可能与地

区间的用药习惯有关#细菌耐药存在明显的地区差异)本次检

测
56

对
!R5

的耐药率为
*8$#U

#明显高于原卫生部全国细菌

耐药监测网西北地区$

"8$'U

&*华北地区$

#%$"U

&*东北地区

$

#'$&U

&及西南地区$

*#$9U

&耐药率的报道'

,='

(

#结果可能与

本地区
!R5

的使用量增加#导致
56

耐药率上升有关)

56

耐药机制比较复杂#包括固有耐药机制及获得性耐药

机制)

56

固有耐药机制主要是由于其低渗透性能力外膜蛋

白*染色体编码的
6I

D

!

酶及主动外排所介导)

56

的获得性

耐药机制则是通过自身基因组突变或者是通过水平获取外界

耐药基因的方式获得对药物的耐药性#而后者是导致
56

迅速

耐药及耐药范围扩大最为直接的原因)在上述耐药性获取过

程中#整合子起了重要作用)典型的整合子结构是由两端的保

守区和中间可变区组成)保守区分
,e

端和
%e

端)

,e

端保守区

域即整合酶活性区域#具有整合和切除耐药基因的功能%

%e

端

保守区包含
`

EG

,

X

和
)@7

基因#分别编码对季铵盐化合物及磺

胺的耐药'

"&

(

%可变区是由一系列串联排列的耐药基因盒组成)

整合子本身不可以移动#但是其常位于可移动基因元件如转座

子和质粒上#从而介导耐药基因水平转移'

""

(

)根据整合酶基

因编码氨基酸的差异#目前已经出现了
*

种耐药相关整合子#

其中
(

*

)

和
+

类整合子与耐药基因的转移密切相关'

"#

(

)

本研究在
#9&

株
56

菌株中共检出
"&8

株
(

类整合子阳

性菌株#检出率为
*"$8U

%检出
*

株
)

类整合子阳性菌株%未

发现
+

类整合子)检测结果表明#

(

类整合子是所有整合子类

型中分布最为广泛的一种#而
)

*

+

类整合子比较少见#这与国

内外文献报道相一致'

"%

(

)此外#研究发现
*

株
)

类整合子阳

性
56

菌株也同时携带
(

类整合子#这也表明
56

菌株的耐药

可以由
(

*

)

类整合子共同介导)有关
56

菌株同时携带
(

*

)

类整合子的情况#国内已有相关文献报道#但比较少见#本研

究结果再次证实此种菌株在国内的流行'

"*

(

)本研究发现#携

带
(

类整合子的
56

菌株对除
5.

外的所有测试抗菌药物的耐

药率明显高于
(

类整合子检测阴性菌株#提示携带
(

类整合子

的
56

菌株更容易形成耐药)另外#本研究还发现#携带
(

类

整合子的
56

菌株其多重耐药率也明显高于
(

类整合子检测

阴性菌株)这一结果说明携带
(

类整合子的
56

菌株具有一

定的多重耐药性)研究表明#整合子不仅可以整合外界耐药基

因#并且可以充分表达这些耐药基因)这些基因以基因盒形式

排列于整合子可变区#因此#整合子携带的菌株往往表现多重

耐药'

",

(

)目前已经发现的耐药基因盒约
#&&

多种#编码的耐

药基因包含了对
#

=

内酰胺类*氨基糖苷类及喹诺酮类等抗革兰

阴性杆菌关键药物耐药)本试验初步证实了
(

类整合子携带

与这些药物耐药形成的相关性#然而是否在这些菌株整合子可

变区携带相关耐药基因盒有待进一步深入研究)

综上所述#本研究表明#在临床微生物实验室开展整合子

检测不仅有助于监测菌株耐药动态#控制耐药菌株的传播和流

行#而且可以通过对整合子介导的分子耐药机制的深入研究#

开发新型抗菌药物种类#为临床治疗#延缓耐药菌株的发生都

有积极的意义)
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