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目的
!

了解嗜麦芽窄食单胞菌
&

类整合子的存在情况以及耐药谱型'方法
!

!""(

年
*

月/

!""*

年
%!

月自临床标本分离
("

株嗜麦芽窄食单胞菌%采用聚合酶链反应法检测分析其基因
*,"

&

&

G

#B(

'

H"<:$H

'药敏试

验采用微量肉汤稀释法'结果
!

("

株嗜麦芽窄食单胞菌
&

类整合子阳性率为
%&-&&G

#

#

-

("

$%对临床常用抗菌药

物敏感率
$

#"G

的仅有米诺环素&复方磺胺甲口恶唑&左氧氟沙星'结论
!

嗜麦芽窄食单胞菌是一种重要的医院感

染病原菌%其具多重耐药性%

&

类整合子的存在加快了细菌耐药性的传播'

!关
!

键
!

词"
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嗜麦芽窄食单胞菌+整合子%

&

类+抗药性%微生物+耐药机制+抗菌药物
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嗜麦芽窄食单胞菌#
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$其本身的固有耐药&外膜渗透性下降&两种

金属
"

"

内酰胺酶的产生和外排系统均与其多重耐药

性有关!

%

"

'嗜麦芽窄食单胞菌多重耐药已成为临床

治疗的难点'整合子介导的细菌耐药机制%因能解

释耐药基因的高效快速传播而备受重视'本研究通

过分析
&

类整合子的存在情况%明确整合子与嗜麦

芽窄食单胞菌耐药性之间的关系'
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材料与方法
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!

菌株来源与鉴定
!

("

株实验菌株分离自本院
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年
*

月/
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年
%!

月住院患者临床标本'采

用法国生物梅里埃公司
6F1

系统鉴定菌种'标准

菌株为铜绿假单胞菌
6D@@!*#+&

'
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!

药敏试验方法
!

采用微量肉汤稀释法进行药

敏试验%判断标准按照美国临床实验室标准化研究

所#
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版执行%标准菌株为铜绿假单胞菌
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基因扩增主要试剂与仪器
!

6Q1*"""

聚合酶

链反应#

F@A

$扩增仪#美国
6Q1

$%凝胶成像系统#美

国
7%5"=$,

公司$%琼脂糖#美国
7%5"=$,

公司$'
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F@A

检测基因
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类整合子
+V

端整合酶基因
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和
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端基因
G

#B(

'

H"<:$H

检测%
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引

物
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+V$6@262@2@6622DDD@22D$&V

%

F!

*

+V$266622D@D22D@6D6@6D2$&V

%产
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引物
F%

*

+V$D62@26"

222@DDD6@D662@$&V

%

F!

*

+V$ 6DD@6"

266D2@@266@6@@2$&V

%产物
!#*7

9

'引物

的设计经
7&$34

检索%参照基因号为
6:++")%+

的基

因序列%经上海生物工程有限公司合成'

%-+

!

F@A

扩增
!

将待测菌株热裂解提取
EJ6

%

(+T%*

%

'&T+#%)

%

%""""=

-

#%)

离心
+#%)

%取

上清
+

$

0

作为扩增模板%引物
F%

&

F!

&

,JDF

&扩增

缓冲液&

B

'

!-等按常规
F@A

配比加入%反应体系总

体积
+"

$

0

+扩增参数*

'&T

预变性
+#%)

%以后按

'&T&"3

&

++T&"3

&

*!T&"3

共
&+

个循环%最后

一循环延伸时间为
%"#%)

'反应完毕%取产物
%"

$

0

置
!G

琼脂糖凝胶电泳%照相'阳性对照由华南

理工大学石磊惠赠'
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!

结果
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!

细菌携带整合子情况
!

("

株嗜麦芽窄食单胞

菌经
F@A

扩增和产物的电泳检测分析%其中
#

株菌

*,"

&

基因和
G

#B(

'

H"<:$H

基因有阳性扩增产物%

阳性率为
%&-&&G
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嗜麦芽窄食单胞菌
&

类整合子基因
F@A

电泳结果
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药敏结果
!

嗜麦芽窄食单胞菌对临床常用抗

菌药物敏感率以米诺环素&左氧氟沙星&复方磺胺甲

口恶唑较高%其次为头孢哌酮-舒巴坦&替卡西林-克拉

维酸&头孢他啶%对头孢吡肟&阿米卡星&庆大霉素的

敏感率较低%见表
%

'

表
%

!

("

株嗜麦芽窄食单胞菌对临床常用抗菌药物的敏感率

4*53#A
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抗菌药物 敏感#株$

G

头孢他啶
)% (#-&&

头孢吡肟
%' &%-(*

哌拉西林-他唑巴坦
&& ++-""

头孢哌酮-舒巴坦
)( *(-(*

替卡西林-克拉维酸
)% (#-&&

左氧氟沙星
+) '"-""

复方磺胺甲口恶唑
+" #&-&&

米诺环素
+' '#-&&

庆大霉素
' %+-""

阿米卡星
%& !%-(*

亚胺培南
" "-""

D

!

讨论

整合子/基因盒系统属于可移动基因元件%可

位于细菌的染色体上%也可借助于移动的质粒&转座

子在同种或不同种细菌之间水平传播%对细菌耐药

性的传播起着重要作用'整合子根据整合酶基因的

不同分类%迄今已发现
%"

类整合子!

!

"

%在临床菌株

中常见的为
&

&

'

&

*

类整合子%其中尤以
&

类整合

子最常见'

&

类整合子在转座子#如
D)!%

$&质粒以

及细菌染色体上被发现%其基本结构由
&

部分组成*

两端是高度保守序列%分别称作
+V

保守端#

+V@?

$和

&V

保守端#

&V@?

$%

+V@?

和
&V@?

之间的区域称作可

变区%可变区由一个或多个基因盒组成%基因盒一般

含抗菌药物耐药基因'

+V@?

含启动子
F%

#

F$)4

$%

启动子负责基因的转录%编码位点特异重组酶的整

合酶基因
*,"

&

负责催化基因盒的整合和切除以及

重组位点
#""

&

'

&V@?

一般含
&

个开放读码框%分

别为季铵盐化合物和溴乙锭耐受基因#

G

#B(

'

H

$&

磺胺耐药基因#

<:$H

$以及功能不明的开放读码框

HA:+

'对大多数
&

类整合子而言%

+V

保守末端均相

似%而
&V

保守末端存在差异%这些差异均来源于某

些基因的插入或删除'

&

类整合子在临床革兰阴性

菌株中广泛流行!

&

"

'现已在许多革兰阴性菌中分离

,
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出
&

类整合子%包括大肠埃希菌&沙门菌属&铜绿假

单胞菌&肺炎克雷伯菌&不动杆菌属等'

在细菌耐药机制的研究中%以基因突变和耐药

性质粒介导细菌耐药来解释似乎不够完全'整合子

作为可移动的基因元件得到广泛关注%并取得了很

大的进展'嗜麦芽窄食单胞菌已经成为非发酵菌中

占第
&

位的细菌%因具有外膜低渗透性%抗菌药物难

以通过外膜进入细菌细胞内%加上泵出机制等%其对

多种抗菌药物具天然耐药性!

&

"

'此外%该菌可产生

超广谱
"

"

内酰胺酶和金属
"

"

内酰胺酶%故呈现出包

括碳青霉烯类药物在内的多重耐药'本研究药敏结

果显示%嗜麦芽窄食单胞菌对亚胺培南和美罗培南

天然耐药%对庆大霉素和阿米卡星有较高的耐药性%

而米诺环素&复方磺胺甲口恶唑&左氧氟沙星对其显示

了较好的抗菌活性%尤其米诺环素的敏感率达到了

'#-&&G

'据报道!

)

"

%复方磺胺甲口恶唑是治疗嗜麦芽

窄食单胞菌感染的最有效药物%但是近年报道嗜麦

芽窄食单胞菌耐复方磺胺甲口恶唑的比率为
%"G

#

%+G

%正表现为逐年增高的趋势'近几年有关嗜麦

芽窄食单胞菌耐药机制的研究集中于
&

类整合子及

其所带的基因盒!

+

"

'邓笑伟等!

(

"研究了三类整合子

在嗜麦芽窄食单胞菌中的分布%

&

类整合子的检出

率为
%&-)G

%其中
&

株菌同时带有
&

类和
'

类整合

子%

'

类整合子的阳性率为
&-(G

%未检测到
*

类整

合子'凌华志等!

*

"报道嗜麦芽窄食单胞菌的
&

类整

合子阳性率为
!'-)G

'台湾学者!

#

"报道
&

类整合

子的阳性率为
!%-&(G

#

!!

-

%"&

$'本研究同时检测

&

类整合子的
+V@?

和
&V@?

%发现嗜麦芽窄食单胞

菌
&

类整合子阳性株占
%&-&&G

#

#

-

("

$'本次实验

设计了
!

组引物%分别针对整合子的
+V

和
&V

端保守

序列进行双重检测%以降低漏检概率'仅以
+V

和
&V

端保守序列
F@A

扩增为依据确定整合子的存在%可

能会出现漏检情况'因为近来不少报道!

'

"指出有部

分
&

类整合子的
&V

端保守序列是不完整甚至是缺

失的%而这类整合子在耐药基因盒
F@A

扩增中会出

现假阴性情况'本研究结果表明%

&

类整合子的出

现提高了嗜麦芽窄食单胞菌的耐药性%但是其所带

基因盒的类型仍需深入研究'

整合子/基因盒系统是新的可移动基因元件%

能捕获和整合细菌的耐药基因%是细菌多重耐药和

传播的主要内在机制'抗菌药物的选择压力是导致

细菌耐药性存在&发展的主要客观因素%因此整合

子/基因盒的出现向临床治疗多重耐药菌提出了严

峻的挑战'
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