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针对该院临床分离大肠埃希菌和肺炎克雷伯菌质粒型
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酶基因型进行研究分析$方法
!

收集
*$++

年
.

月至
*$+*

年
-

月对头孢西丁不敏感无重复临床分离大肠埃希菌和肺炎克雷伯菌共
+."

株!采用聚合酶链反应"

V!Y

#法和扩增全

基因序列分析大肠埃希菌和肺炎克雷伯菌产
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?
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酶基因型$结果
!

V!Y

结果显示!
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酶基因"
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6
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基因#阳性率为

+-1*U

主要以
W%;

型为主!阳性率为
/01#U

!

!Q<

型为
,.1/U

!

[̂ !

为
,1+U

'其中!大肠埃希菌
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6

8

基因阳性率为
++1#U

!以

!Q<

型为主!阳性率为
..1-U

!

W%;

型和
[̂ !

型阳性率均为
++1+U

'肺炎克雷伯菌
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6

8

基因阳性率为
*,1.U

!以
W%;

型为

主!阳性率为
.-1,U

!

!Q<

型为
*+1.U

$基因序列结果显示!
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株为
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+

株摩根摩根菌
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8

基因型!

一致率
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!
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型有
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株为
!J )̀*

基因型!

+

株
!J )̀#*

基因型和
+

株
!J )̀#

基因型'

[̂ !

型为阴沟肠杆菌
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6

8

基因

型!一致率为
001$U

$将
,*

株基因序列提交
d=:̂D:e

!均被接受!其登录号为
XR+*.*#-

!

XR+*.*.0

$结论
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该院临床分离大肠

埃希菌
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6

8

基因主要以
!J )̀*

型为主!而肺炎克雷伯菌主要以
W%;)+

型为主$
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大肠埃希菌和肺炎克雷伯菌是医院感染中常见的致病菌#

#

)

内酰胺酶的产生是导致其对
#

内酰胺类抗菌药物耐药最主

要的耐药机制'

;3

?

!

#

)

内酰胺$

;3

?

!

%酶是继超广谱
#

)

内酰

胺酶$

[K̂ 6(

%后在临床上出现的又一个重要的
#

)

内酰胺酶#尤

其是质粒型
;3

?

!

酶在不同地区相继报道#呈现出流行传播

趋势#势必给医院感染的治疗和控制造成极大困难'因此#本

研究对厦门大学附属第一医院临床分离大肠埃希菌和肺炎克

雷伯菌进行质粒型
;3

?

!

酶耐药基因的研究#现将研究结果

报道如下'

?

!

材料与方法
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菌株来源
!

*$++

年
.

月至
*$+*

年
-

月厦门大学附属第

一医院临床分离的对头孢西丁不敏感大肠埃希菌和肺炎克雷

伯菌共
+."

株#其中
0.

株为肺炎克雷伯菌#

.0

株为大肠埃希

菌'全部菌株经
OQ<[X*!43

?

D&A

鉴定'

?1@

!

质控菌株
!

大肠埃希菌
;<!!*/0**

作为药物敏感性试

验质控菌株'摩根摩根菌$携带
W%;

型基因%(阴沟肠杆菌

+
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+

国际检验医学杂志
*$+/

年
"

月第
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卷第
++

期
!
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O451,"
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基金项目!福建省自然科学基金项目$
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%&福建省卫生厅青年基金项目$

*$+$)*)0$
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$携带
[̂ !

型基因%和弗劳地枸橼酸杆菌$携带
!Q<

型基因%均

来自厦门大学附属第一医院临床分离鉴定菌株&产
!J )̀*

型

大肠埃希菌由福州总医院提供&蜂房哈夫尼菌$携带
;!!

型基

因%#由厦门大学附属中山医院检验科提供&大肠埃希菌
W%/

%

$

?

g!/.

质粒载体%分别携带基因序列
JM_)+

$

d=:̂D:eNM1

W+,,$#

%和基因序列
ZM_)+

$

d=:̂D:eNM1_..#//

%#由厦门大

学生命科学院生物医学科学系提供'

?1A

!

仪器与试剂
!

头孢西丁纸片$

ZM_

#

,$

微克每片%为英国

M>94G

公司产品'

<DXDYD[><D

c

<J %4AKAD@A

试剂盒及

WN;6DGG=@JD@e=@

试剂为大连宝生物技术有限公司产品'

细菌染色体
WN;

小量提取试剂盒#质粒
WN;

小量提取试剂

盒均为
;>

'7

=:

公司产品'聚合酶链反应$

V!Y

%仪和凝胶成

像系统为
9̂4)YDG

公司产品#法国
9̂4J=@9=E>OQ<[X*!43)

?

D&A

细菌鉴定仪'

?1B

!

;3
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酶筛选试验
!

采用
ZM_

纸片琼脂平板法#抑菌圈

直径小于或等于
+-33

提示对
ZM_

纸片中介或耐药)

+

*

'

?1F

!
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酶基因$
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6

8

基因%

V!Y

扩增
!

"

组
+)

6

8

基因

引物序列及
V!Y

反应体系参考文献)

*

*'

?1H

!
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6

8

基因全序列
V!Y

扩增
!

"

组
+)

6

8

基因全序列基

因
V!Y

扩增用于基因测序#其引物序列和扩增大小见表
+

$见

,国际检验医学杂志-网站.论文附件/%'

V!Y

反应体系为!

*/

"

6V!Y

反应液中#包括缓冲液$

./3345<@9()%!5

#

*$3345

$
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#

%

*
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#

#
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%吐 温
)*$
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%#

*1/ 3345
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#
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"

345GN<V(

#

$1#

"

345

"
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引物#

+g<D

c

%K

和
+1$

"

6WN;

模板'

0/T,39:

预变性后#

0/T+$(

#

"-T+$(

$每个循环下降
+T

%和
.*T,$(

共循环
+"

次#

0/T+$(

#

/,

T+$(

和
.*T ,$(

循环
,$

次'其
WN;

扩增产物由上海

JD

8

4@H94

公司进行双向测序'

?1K

!
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6

8

基因序列分析
!

+)

6

8

基因全序列
V!Y

扩增产物

经测序得到基因序列与
d=:̂D:e

数据库进行局部相似性基本

查询工具$

6̂;K<

%序列比对分析#并将所得基因序列提交至

d=:̂D:e

'

@

!

结
!!

果

@1?

!

+)

6

8

基因
V!Y

扩增结果
!

+."

株对头孢西丁不敏感临

床分离菌株中#检测出
,*

株
+)

6

8

耐药基因阳性#阳性率为

+-1*U

$

,*

"

+."

%#其中包括
+0

株
W%;

型#占
/01#U

$

+0

"

,*

%&

+*

株
!Q<

型#占
,.1/U

$

+*

"

,*

%#

+

株
[̂ !

型#占
,1+U

$

+

"

,*

%&

0

株为大肠埃希菌#阳性率为
++1#U

$

0

"

.0

%#包括
.

株

!Q<

型#占
..1-U

#

+

株
W%;

型和
+

株
[̂ !

型#分别占
++1+U

$

+

"

0

%&

*,

株为肺炎克雷伯菌#阳性率
*,1.U

#包括
+-

株
W%;

型#占
.-1,U

$

+-

"

*,

%#

/

株
!Q<

型#占
*+1.U

$

/

"

*,

%'见表
*

$见,国际检验医学杂志-网站.论文附件/%'

V!Y

扩增产物琼

脂糖凝胶电泳结果见图
+

!

,

$见,国际检验医学杂志-网站.论

文附件/%'

@1@

!

基因序列分析
!

全序列
WN;

扩增产物经测序后#其序

列进行
6̂;K<

对比显示!

+0

株
W%;

型中有
+-

株$

0#1.U

%

为
W%;)+

基因亚型和
+

株$

/1,U

%为摩根摩根菌
+)

6

8

基因

型#与
;3

?

!

酶基因
V!Y

扩增结果一致率为
0.1$U

&

+*

株

!Q<

型中有
+$

株$

-,1#U

%为
!J )̀*

基因亚型#

+

株$

-1,U

%

为
!J )̀#*

基因亚型#

+

株$

-1,U

%

!J )̀#

基因亚型&

+

株
[̂ !

型为阴沟肠杆菌
+)

6

8

基因型#与
+)

6

8

基因
V!Y

扩增结果

一致率为
001$U

'将
,*

株基因序列提交
d=:̂D:e

#均被接

受#其登录号为
XR+*.*#-

!

XR+*.*.0

'见表
*

$见,国际检验

医学杂志-网站.论文附件/%'全序列
WN;

扩增产物琼脂糖

凝胶电泳结果见图
#

!

"

$见,国际检验医学杂志-网站.论文附

件/%'
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讨
!!

论

目前#

;3

?

!

酶是除
[K̂ 6(

之外#又一个非常重要的
#

)

内

酰胺酶#随着在肺炎克雷伯菌和大肠埃希菌等临床革兰阴性菌

中的出现#

;3

?

!

酶在临床革兰阴性菌中逐渐呈流行传播趋

势'由于这种在肺炎克雷伯菌和大肠埃希菌中发现的
+)

6

8

基因#不存在于细菌染色体上#而是存在于细菌质粒上#使

+)

6

8

基因更具有传播性)

,

*

'目前#质粒介导
;3

?

!

酶主要分

成
"

组#包括
W%;

(

[̂ !

(

!Q<

(

;!!

(

JM_

和
ZM_

#已有约
+-$

种基因型#

+$

余个家族被发现)

#

*

'其中
!J`

型和
W%;

型是

目前临床上流行的主要
;3

?

!

酶基因型#尤其是
!J )̀*

和

W%;)+

亚型在国内外均有报道)

#)-

*

'本次对临床分离大肠埃

希菌和肺炎克雷伯菌质粒型
;3

?

!

酶基因型的研究发现#本

院临床分离大肠埃希菌质粒型
;3

?

!

酶基因型主要以
!J )̀*

亚型为主#而肺炎克雷伯菌质粒型
;3

?

!

酶基因型主要以

W%;)+

亚型为主#其流行情况与国内外报道一致)
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