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目的
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探讨来源于呼吸道肺炎克雷伯菌"

XS

%耐药性与
T:d.J

型超广谱
'

.

内酰胺酶"

ILQD+

%的关系'方法
!

采用

ST7

扩增和测序分析检测
XS

质粒和染色体上的
T:d.J

型
ILQD+

基因$采用纸片扩散法检测抗菌药物敏感性$使用
!

1 检验分

析相关数据'结果
!

有
T:d.J.$

群酶和
T:d.J.12

群酶检出!

T:d.J

型
ILQD+

的总检出率为
'(&%1c

"

0/

株%!其中质粒和染

色体上同时携带
T:d.J.$

群酶的检出率为
1)&%1c
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'1

株%'
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内酰胺类抗菌药物头孢唑林&氟喹诺酮类抗菌药物左旋氧氟沙

星&磺胺类抗菌药物复方磺胺甲恶唑等在
T:d.J

型
ILQD+

阳性组的耐药率明显高于阴性组"
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%'结论
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在来源于呼吸
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XS

中!在质粒和染色体上同时携带
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群酶基因最常见!
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型
ILQD+

与
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对某些抗菌药物产生耐药性关系
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XS

&是引起呼吸道

感染常见的革兰阴性杆菌#根据全国细菌耐药监测网统计#

XS

的检出率在肠杆菌科细菌中排列第
1

#仅次于大肠埃希菌#其

对多种抗菌药物表现耐药'

$
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)非透射电镜$

:IJ

&型超广谱
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内酰胺酶$

ILQD+

&和非
LaY

型
ILQD+

起源的
T:d.J

型
IL.

QD+

#是我国目前最常见*最主要的
ILQD+

#常见的亚群有

T:d.J.$

群*

T:d.J.1

群*

T:d.J./

群*

T:d.J.(

群和
T:d.

J.12

群#是造成
XS

对
'

.

内酰胺类抗菌药物产生耐药的重要

原因'

1.'

(

)值得的注意的是#

T:d.J

型
ILQD+

在各地区的携

带率*种类*位置等均不一致#为了解本地区引起呼吸道感染的

XS

的耐药性与
T:d.J

型
ILQD+

的关系#本研究通过检测

T:d.J

型
ILQD+

在来源于呼吸道
XS

质粒和染色体上的流

行现状和
XS

的耐药性#探讨
T:d.J

型
ILQD+

与
XS

耐药性

的关系#为治疗
XS

引起的呼吸道感染提供理论依据)
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材料与方法

>&>

!

材料
!

$1'

株非重复
XS

来源于
1%$'

年
$%

月至
1%$0

年

$%

月广东省廉江市人民医院和广东医学院第二附属医院临床

送检的痰标本#其中肺源性
XS20

株%抗菌药物敏感性试验的

质控株大肠埃希菌
9:TT12(11

和各类
T:d.J

型
ILQD+

阳

性株均由广东医学院病原生物学实验室提供)

>&?

!

方法

>&?&>

!

染色体和质粒
\89

的制备
!

采用
ILQD+

检测试剂盒

检测
XS

的产
ILQD+

情况#试剂盒购自杭州天和微生物试剂

公司)参考文献'

0

(#采用变温十二烷基硫酸钠$

L\L

&消除法

消除产
ILQD+

株的质粒后$确认消除效果!质粒抽提#电泳检

测消除结果&#采用基因组提取试剂盒提取细菌染色体
\89

#

质粒
\89

直接采用质粒提取试剂盒提取#试剂盒均购自大连

宝生物有限公司#并用核酸蛋白检测仪$

QITaJ9

#

\P-'%

&检

/)-'

重庆医学
1%$2

年
(

月第
00

卷第
1-

期
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基金项目!国家自然科学基金资助项目$

/$'%$0-'

&%湛江市财政资金科技专项$

1%$'9%$%%-

&%湛江市科技攻关项目$

1%$0Qh$$/0

&%湛江

市科技攻关计划$

1%$1T'$%)%11

&%广东医学院面上项目$

J1%$1%%2

&)

!

作者简介$钟如柱$

$(/$U

&#本科#主治医师#主要从事呼吸道病原菌的耐

药机制研究)
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用于扩增
T:d.J

型
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基因的引物

基因 引物
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登陆号 退火温度$

V

& 产物大小$
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T:d.J.$ 9:T9T:_T_:T9_::T9T_T ]̂1'2)('&$ 2( --'

_99:T9_T__T_T9T_9:T:

T:d.J.1 999_::T___9__:T__T::_ XT--%((0&$ 2 2--

9T:9TTT9:_9:::T__T9_9

T:d.J./ __::___9_:__T_T:_9:: 9Q20'2(2&$ 2) '2(

9:T_9_TT__99__:_::9:

T:d.J.( 9:9TTT_9__T_T_9T9_9 9̂0$)'02&$ )$ 0)-

TT9_T_:T9::_:_TT_::_9

T:d.J.12 ::_::_9_:T9_T___::_9 9]2$/2)-&1 2- 0(-

_T_T_9TT::TT__TT999:

测
\89

的浓度及纯度#合格后于
U1%V

保存)
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T:d.J

基因的检测
!

根据
_<,Q>,N

中的所提供的序

列#运用
"=#

F

"

及
;

6<4#<62&%

软件设计各类
T:d.J

型
ILQD+

的特异引物#并由上海生工合成)分别以质粒
\89

和染色体

\89

为模板#

ST7

检测质粒和染色体上的各类
T:d.J

型
IL.

QD+

基因#

ST7

试剂盒购自大连宝生物有限公司)引物序列等

情况见表
$

)

>&?&@

!

:9

克隆*转化及
\89

系列分析
!

挑选目的
ST7

产

物#采用
ST7

产物快速回收试剂盒$大连宝生物有限公司&纯

化
ST7

产物#随后采用超级感受态细菌制备试剂盒$碧云天生

物技术研究所&进行制备感受态细菌$

\a2

&

大肠埃希菌&)载

体为
SJ\:J$/.:

载体$大连宝生物有限公司&#严格按照相

关试剂盒说明书操作#并把菌液送上海生工测序)利用
TB6".

4>+

软件#把所测的结果与
_<,<Q>,N

数据库进行比对分析#以

确定耐药基因类型)

>&?&A

!

抗菌药物敏感性试验
!

采用纸片扩散法测定
$1'

株

XS

对
$0

种临床常用抗菌药物的敏感性)试验结果判断参照

美国临床和实验室标准协会$

TDLR

&的标准'

2

(

#各种抗菌药物纸

片等购自杭州天和微生物试剂有限公司)

>&@
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统计学处理
!

采用
LSLL$-&%

统计软件分析数据#计数资

料以率表示#采用
!

1 检验分析相关数据#以
<

$

%&%2

为差异有

统计学意义)

?
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结
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果
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T:d.J

型
ILQD+

基因的检测结果
!

产
ILQD+

株共
2-

株$

0)&'0c

&#

T:d.J

型
ILQD+

基因的检出率为
'(&%1c

$

0/

株&#占
ILQD+

阳性的
/0&1$c

$

0/

"

2-

&#其中
T:d.J.$

型

ILQD+

的检出率为
'/&1$c

$

0-

株&#

T:d.J.12

型
ILQD+

的检

出率为
'&12c

$

0

株&#

T:d.J.1

型
ILQD+

基因*

T:d.J./

型

ILQD+

基因*

T:d.J.(

型
ILQD+

基因的检出率均为
%

)基因

存在的位置分别为仅在质粒上*仅在染色体上*同时在质粒和

染色体上)通过
!

1 分析可知#肺源性
XS

与非肺源性
XS

之间

的基因检出率*基因类型*基因位置*耐药性的差异均无统计学

意义$

<

%

%&%2
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抗菌药物敏感性试验
!

根据
T:d.J

型
ILQD+

的检出情

况和是否是肺源性
XS

进行分组#第
$

组为
T:d.J

型
ILQD+

阳性组$

$g0/

&#第
1

组为
T:d.J

型
ILQD+

阴性组$

$g-2

&#

第
'

组为肺源性
XS

组$

$g20

&#第
0

组为非肺源性
XS

组$

$g

)(

&)耐药结果见表
'

)

表
1
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肺源性
XS

与非肺源性
XS

的
T:d.J

型

!!!

ILQD+

基因检测情况"

$

%

c

&#

基因 位置
肺源性

XS

$

$g20

&

非肺源性
XS

$

$g)(

&

T:d.J.$

仅在质粒上
'

$

2&2)

&

2

$

-&12

&

T:d.J.$

仅在染色体上
1

$

'&-%

&

1

$

1&(%

&

T:d.J.$

同时在质粒和染色体上
$/

$

''&''

&

$0

$

1%&1(

&

T:d.J.12

仅在质粒上
% $

$

$&02

&

T:d.J.$3T:d.

J.12

同时在质粒和染

色体上
3

染色体

$
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1
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&
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J
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$

$%%

#

1%%%E
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&%

$

!阳性对照%

1

!阴性对照%

'

#

$1

!实验

菌株)

图
$

!!

T:d.$

型
ILQD+

基因的
ST7

产物电泳图
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J
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$%%
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图
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型
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基因的
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产物电泳图
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$1'

株
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对
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种常用抗菌药物的耐药结果"
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抗菌药物 第
$

组$

$g0/

& 第
1

组$

$g-2

& 第
'
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$g20

& 第
0
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&
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&
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&
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$
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&

1/

$
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&
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$
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--&%/

&

>

'(

$

21&%%
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&
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$
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1'
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'/
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$
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&
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% $
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1%
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&

>

$-

$

11&)-

&

$0

$

12&('

&

1'

$
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0

$
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1
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#与第
1

组同指标比较)

@

!

讨
!!

论

ILQD+

在
XS

的检出率$

0)&'0c

&较伊朗报道的
2(&1%c

低#较北京等报道的
'1&1$c

高#但
T:d.J

型
ILQD+

基因占

ILQD+

的比率$

/0&1$c

&却高于伊朗的
1'&(%c

#而与北京等

地的
/0&/%c

相近'

).-

(

)流行的
T:d.J

型
ILQD+

以
T:d.J.$

群酶为主$

'/&1$c

&#这与我国湖北*印度南部相同'

/.(

(

#而不同

于巴西累西腓市是以
T:d.J.1

群酶为主'

$%

(

)本地区只有

T:d.J.$

群酶和
T:d.J.12

群酶#但在巴西却可检测出
T:d.

J.$

*

T:d.J.1

*

T:d.J./

和
T:d.J.(

群酶'

$$

(

#提示在呼吸道

来源的
XS

中#其产
ILQD+

*携带
T:d.J

型
ILQD+

基因的情

况均有地区差异性#这可能与各地区使用抗菌药物习惯或检测

方法等不同有关)鉴于各类型
T:d.J

型
ILQD+

在
XS

中造

成耐药程度等不同'

$1

(

#为了更好掌握来源于呼吸道
XS

的耐药

形势#应加强
T:d.J

型
ILQD+

的检测和研究)

T:d.J

型
ILQD+

基因既可以位于质粒上又可以位于染

色体上'

$'

(

)表
1

显示#

XS

上
T:d.J

型
ILQD+

基因的位置有

'

处!一处位于染色体上#二处位于质粒上#三处在染色体和质

粒同时存在#并且以同时存在于质粒和染色体上最为常见#其

中
T:d.J.$

同时存在于质粒和染色体上的菌株占
T:d.J

型

ILQD+

阳性株的
-1&(1c

'$

$03$/313$

&"

0/

(#这为
T:d.J.

$

型
ILQD+

的播散提供便利的条件)突尼斯曾经出现位于质

粒或染色体上的
T:d.J

型
ILQD+

在可移动遗传因子
RLI5

;

R

的作用下#使
T:d.J

型
ILQD+

基因在质粒与质粒中*质粒与

染色体中*染色体与质粒中播散开来'

$0

(

)

T:d.J.12

群酶基因

则主要存在染色体上#这与以色列存在于质粒上不同'

$2

(

)值

得注意的是#

T:d.J.$

群酶和
T:d.J.12

群酶同时存在于一

株
XS

的菌株已出现)提示随着抗菌药物在临床上的广泛使

用#以及抗菌药物在畜牧业上应用日益频繁#细菌携带的耐药

基因种类将会越来越多)临床应加强检测#防止耐药菌传播)

多种
'

.

内酰胺类抗菌药物$如头孢唑林*头孢他啶等&在

T:d.J

型
ILQD+

阳性组的耐药率明显高于
T:d.J

型
ILQD+

阴性组$

<

$

%&%2

&#提示
XS

对某些
'

.

内酰胺类抗菌药物产生

的耐药性与
T:d.J

型
ILQD+

关系密切#但头孢吡肟*头孢哌

酮"舒巴坦等在
T:d.J

型
ILQD+

阳性组与阴性组间的耐药率

差异无统计学意义$

<

%

%&%2

&#这可能与第
0

代头孢菌素类抗

菌药物对
'

.

内酰胺酶比较稳定*

T:d.J

型
ILQD+

可以被
'

.

内

酰胺酶抑制剂抑制有关'

$)

(

)目前
XS

往往同时携带多种耐药

基因#其耐药表型是几种耐药机制共同作用的结果#这可能也

是原因之一'

$$

#

$-

(

)

T:d.J

型
ILQD+

最主要的特征就是大部

分
T:d.J

型
ILQD+

$除
T:d.J.)

*

T:d.J.$2

和
T:d.J.$(

外&对头孢噻肟的水解力高于头孢他啶#但在西班牙发现#一些

T:d.J

型
ILQD+

突变体水解头孢他啶的能力和水解头孢噻

肟的能力一样强#

T:d.J.$

型酶突变体的这种变化最明显'

$/

(

#

表
'

显示#头孢他啶和头孢噻肟的耐药率相差明显#提示本地

区的
T:d.J.$

并未突变#但也应注意这方面的动向)

值得注意的是#喹诺酮类抗菌药物左旋氧氟沙星和磺胺类

抗菌药物复方磺胺甲恶唑在
T:d.J

型
ILQD+

阳性组的耐药

率也明显高于阴性组$

<

$

%&%2

&#这可能与携带
T:d.J

型

ILQD+

阳性株经常同时携带抗喹诺酮类抗菌药物基因和抗磺

胺类抗菌药物基因有关'

$-

(

)值得一提的是#通过
!

1 分析可

知#肺源性
XS

与非肺源性
XS

之间的基因检出率*基因类型*

基因位置*耐药性的差异均无统计学意义$

<

%

%&%2

&)

综上所述#在呼吸道来源的
XS

中#其携带
T:d.J

型
IL.

QD+

基因常见#而且位置多样化#并以
XS

耐药性关系密切)

为了更好治疗
XS

引起的呼吸道感染#应重视
T:d.J

型
IL.

QD+

的研究和检测)
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