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酸产生耐药%并且这些酶通过点突变产生新的衍

生酶来增宽其所能作用的底物范围&因此%应用

快速可靠的分子生物学方法来鉴定
"

"

内酰胺酶及

其基因型%并监测这些酶的流行病学情况已成为
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JAB

$可以用特定的引

物在一个反应管内同时扩增
&

组
"

"

内酰胺酶基因(

K+(A<G

'

K+(!-M

'

K+(N'.*'

%为快速检测耐药基

因及流行病学分析提供依据&

0

!

材料与方法

','

!

菌株来源
!

收集
!"")

年
'"

月1

!""*

年
%

月

湖南地区中南大学
&

所附属医院住院患者临床标本

分离的多重耐药肠杆菌科细菌
'%'

株%其中包括大

肠埃希菌
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株%产气肠杆

菌
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株%居泉沙雷菌
!
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株$
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抑菌环直径
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%变性

()U&"5

%复性
*+U&"5

%延伸
%!U'#%(

%共
&!

个

循环%最后
%!U

延伸
'"#%(

&

JAB

产物用含
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#C
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琼脂糖凝胶进行电泳&
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表型检测
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株多重耐药肠杆菌科

细菌中%共检出
!7RC5

表型阳性菌
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株&其中%

大肠埃希菌
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株%肺炎克雷伯菌
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株%阴沟肠杆菌

&"

株%弗劳地柠檬酸杆菌
+

株%产气肠杆菌
&

株%臭

鼻克雷伯菌
!

株%奇异变形杆菌
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株%斯氏普罗威登

菌
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株&
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多重
JAB

扩增
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&

个标准菌株均获得目的

JAB

产物%经反复实验%结果具有很好的重复性&

对
')!

株
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阳性肠杆菌科细菌应用多重
JAB

法进行
&

种耐药基因的扩增%有
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株获得阳性结

果%检出率为
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&其中%大肠埃希菌
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炎克雷伯菌
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株%阴沟肠杆菌
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+
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时携带
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%
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图
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(临床分离菌株)
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两种基因)
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三种基因)

!!&
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两

种基因

图
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检测
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内酰胺酶基因产物电泳图
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讨论

产
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是以肠杆菌科细菌为代表的革兰阴

性杆菌对第一'二'三代头孢菌素等
"

"

内酰胺类抗生

素耐药的主要原因之一&自
'(#&

年首次报道了产

!7RC5

的肠杆菌科细菌以来%到目前为止%
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型
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的迅速衍变以及在菌株间的转移

和传播%使其耐药性成为突出问题&本研究从临床

分离的
'%'

株多重耐药肠杆菌科细菌中%共检出

!7RC5

表型阳性菌
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株%占
#&,")V

%远远高于有

关文献报道的
&&,!#V
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%这主要是因为本次实验

所收集的菌株至少对
!

类抗菌药物耐药%使得
!7"
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检出率高%同时也反映出产
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是肠杆菌科

细菌耐药的主要机制&

本研究结果显示%多重
JAB

扩增阳性的
))

株

大肠埃希菌中有
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株携带
K+(A<G
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%但在临床产
!7RC5

的大肠埃希菌所分离出的
!7RC5

中%

!-M

不是其

主要型别&本研究发现
&'

株多重
JAB

扩增阳性的

肺炎克雷伯菌中有
'(

株携带
K+(!-M

%占
+',!(V

%

这与
J$62:5-(

等!

+

"曾在
%

个国家收集产
!7RC5

的

肺炎克雷伯菌进行研究%结果证实
!-M

型
!7RC5

是最常见类型的报道一致&多重
JAB

结果显示%携

带
K+(N'.*'

的菌株共
'"

株%检出率为
%,")V

&另

外值得注意的是%近年来有关单一菌株同时产多种

!7RC5

!

%

"以及由产复合
!7RC5

菌株!

#$(

"引起医院

感染暴发流行的报道屡有出现&在本研究中有
'*

株菌检出
#

!

种的耐药基因%显示出多重耐药的

趋势&

耐药问题的两大主要对策是开发新的抗菌药

物以及联合应用
"

"

内酰胺类抗生素与
"

"

内酰胺酶

抑制剂%然而早在
!"

世纪
("

年代就出现了有关

对酶抑制剂耐药的
A<G

型'

N'.*'

型以及
!-M

型
"

"

内酰胺酶的报道!

'"$'!

"

%给临床的抗感染治疗

带来极大困难&因此%准确'快速地分离出产酶菌

株%进行
"

"

内酰胺酶#

RC/

$分型以及对亚型的确

认和对耐药状况的进一步明确极为重要&然而%

如果对每一株待测菌都用
K+(A<G

'

K+(!-M

和

K+(N'.*'

的特异性引物分别进行扩增%那么对于

众多的临床与研究标本%则需要大量的单一
JAB

反应&本研究应用
&

组引物在一个
JAB

反应管内

同时扩增
&

组
"

"

内酰胺酶基因%并根据产物片段大

小来确定其为何种基因型&对
&

株标准菌进行重

复实验%均获得预期结果)对
')!

株
!7RC5

表型阳

性菌进行检测%

'"*

株获得阳性结果%并鉴定到基

因型&本研究结果显示%多重
JAB

不失为在肠杆

菌科耐药菌中检测
K+(A<G

'

K+(!-M

和
K+(N'.*'

的快速'有效的方法&特别是在尚不知耐药基因

流行病学情况的条件下%应用多重
JAB

方法可以

快速筛查出肠杆菌科细菌的耐药基因型%大致了

/
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解其主要流行型别%为进一步研究提供依据&然

而%本研究应用的多重
JAB

方法只是鉴定到基因

型而并未鉴定到亚型%还需应用更多特异性的方

法#如特异性引物的单一扩增'单链构象多态性

JAB

等技术$进行亚型鉴定&
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