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#肺炎克雷伯菌整合子基因的分布及耐

药率!为临床合理使用抗菌药物提供依据$方法
!

采用法国生物梅里埃公司生产的
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微生物自动鉴定系统!对
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年
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月至
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年
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月老年
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患者的各类临床标本进行细菌鉴定和药敏试验!产
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肺炎克雷伯菌
E#=

株用
%(Y

分析整合子

基因!并通过测序明确基因$结果
!

肺炎克雷伯菌
;<#

株中产
?B&@N

检出率为
D;F"#]

&整合子检出阳性率
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!检出全为

(

类整合子&整合子可变区扩增出
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和
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基因&产
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整合子基因阳性株耐药率明显高于整合

子基因阴性菌株$结论
!

老年
A(h

患者感染产
?B&@N

肺炎克雷伯菌和整合子基因密切相关!在细菌的耐药上整合子起着重要

作用$
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重症监护病房$

A(h

%老年患者由于病情危重+免疫力低#

进行气管插管+气管切开+留置导尿管+呼吸机使用等各种侵入

性操作比例高+机体保护屏障破坏容易感染肺炎克雷伯菌'

E

(

#

加之
A(h

患者广谱抗菌药物使用较多#整合子作为在重组功

能上的移动元件#产超广谱
'

.

内酰胺酶$

?B&@N

%肺炎克雷伯菌

通过质粒在体内传播而产生耐药性的改变#使产
?B&@N

菌获

得多重耐药性'

"

(

#导致医院感染和其耐药率同时上升#成为了

临床上治疗感染的难题'

;

(

)笔者从本院
"$E;

!

"$E!

年
A(h

老年患者中#比较整合子基因在产
?B&@N

肺炎克雷伯菌中的

分布及表型存在的情况#找出在产
?B&@N

菌耐药性整合子菌

株在细菌耐药发挥的特点#指导临床对感染的老年
A(h

患者

合理使用抗菌药物)

@

!

资料与方法

@F@

!

一般资料
!

收集
"$E;

年
E

月至
"$E!

年
E"

月本院
A(h

病房患者$年龄
'

#!

岁%临床标本#分别为痰$包括纤支镜吸

痰+吸痰+自咳痰等%+肺泡灌洗液+血液+尿液等标本分离所得

肺炎克雷伯菌$剔除重复检出的菌株%#同一患者的相同菌株收

集标本时间在
E

周内视为同一菌株#不做重复统计#共
;<#

株)

呼吸道标本经涂片后选取合格标本进行培养采用法国生物梅

里埃公司生产的
XA6?C."

细菌鉴定系统对病原菌进行鉴定及

药敏试验)质控菌株!肺炎克雷伯菌
76((=$$#$;

#大肠埃希

菌
76(("!I""

)
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仪器与试剂
!

'./

琼脂和庆大霉素+阿米卡星+环丙沙

星+左氧氟沙星+氨曲南+头孢西丁+头孢吡肟+头孢噻肟+头孢

他啶+哌拉西林+妥布霉素+哌拉西林"他唑巴坦+美洛培南
ED

种药敏纸片由英国
He,*O

公司生产的)试剂为大连宝生物工

程有限公司提供的
%(Y

扩增试剂盒)美国实时荧光定量

B95

1

,85

基因扩增仪&

:K76>5QG2-+

0

+-5Q

#

%?

公司&美国海伦

娜电泳仪)
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方法

@FBF@

!

菌株鉴定及药敏试验
!

所有样品均接种血琼脂和中国

蓝双色平板)细菌培养采用法国生物梅里埃公司生产的
7%A

鉴定系统对菌株进行鉴定)用
C*2O

0

.&245Q

纸片扩散法#按美

国临床和实验室标准化协会$

(@BA

%

"$E"

年版本的标准判读药

敏结果'

D

(

)对产
?B&@N

菌株采用
(@BA

推荐的方法做初筛和

确证检测试验)
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!

产
?B&@N

的整合子基因的
%(Y

扩增及测序
!

肺炎克

雷伯菌用煮沸法提取整合子
:K7

#使用在
%(Y

反应体系#扩

增整合子基因#相关引物见表
E

)上海生工生物技术有限公司

提供这些引物#扩增后产物送上海生工生物技术有限公司进行

双向测序)对测序结果在
:K7N92Q

软件进行序列校正+结果

拼接#通过在
Z58&28U

数据库中进行
&@7B6

比对#分析整合

子可变区的基因序列的结果)

表
E

!!

用于鉴定整合子类型设计的引物序列%

!fV;f

'

整合

子

引物

上游 下游

(

类
((6(((Z(7(Z76Z7 6((7(Z(76(Z6(7Z

&

类
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*

类
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!

统计学处理
!

所有菌株的药敏结果均采用
c>,859!F#

软件和
B%BB"$F$

软件进行统计学分析)计数资料以率表示#

组间比较采用
!

" 检验#以
!

$

$F$!

为差异有统计学意义)

A

!

结
!!

果

AF@

!

菌株来源分布
!

检测出产
?B&@N

为
E#=

株$检出率为

D;F"#]

%)肺炎克雷伯菌
;<#

株的标本来源中痰标本占

!EF!]

#从肺泡灌洗液中检出产
?B&@

肺炎克雷伯菌为最高

$

!!FD;]

%#见表
"

)

表
"

!!

A(h

老年患者检出肺炎克雷伯菌的标本来源分布

标本
肺炎克雷伯菌

株数

产
?B&@

检出株数

肺炎克雷伯菌

检出率$

]

%

痰液
EI< <$ D$FD$

肺泡灌洗液
I" !E !!FD;

尿液
#! "! ;<FD#

血液
;E EE ;!FD<

合计
;<# E#= D;F"#
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!

整合子基因的检测结果
!

在设计引物下扩增
E#=

株肺炎

克雷伯菌的
:K7

#有
<!

株整合子阳性菌被检出#阳性率为

!$F<I]

#在检出整合子中全都是
(

类#并未检出含有整合子
&

类或者整合子
*

类)见图
E

)

!!

注!

E

!

=

为检测株&阳性对照为肺炎克雷伯菌
76((=$$#$;

&阴性

对照为大肠埃希菌
76(("!I""

)

图
E

!!

整合子
%(Y

的电泳图

AFB

!

整合子阳性菌株可变区扩增的产物测序结果
!

由整合子

肺炎克雷伯菌扩增产物测序结果表明#

(

类整合子扩增的可变

区大小约为
"<!R

1

)与
&@7B6

比对分析#

(

类整合子可变区

编码
22O7"

+

22O7E

+

22O2E#

耐药基因$介导氨基糖苷类抗菌药

耐药%#二氢叶酸还原酶$

OPQ2"=

%基因$对磺胺类抗菌药的耐

药%#以及对利福平耐药的
7:%.

核糖基转移酶
E

类整合子

$

2QQ.;

%)

AFC

!

整合子阳性和整合子阴性肺炎克雷伯菌对抗菌药物耐药

率比较
!

整合子阳性肺炎克雷伯菌对除阿米卡星以外的其他

E;

种抗菌药物的耐药率明显高于整合子阴性肺炎克雷伯菌

$

!

$

$F$!

%&但在整合子阳性肺炎克雷伯菌耐药率统计中#有

阿米卡星+哌拉西林"他唑巴坦+美洛培南耐药率小于
;]

)见

表
;

)

表
;

!!

整合子阳性和整合子阴性肺炎克雷伯菌

!!!!

对抗菌药物耐药率比较

抗菌药物

整合子阴性肺炎

克雷伯菌$

+i<"

%

株数 耐药率$

]

%

整合子阳性肺炎

克雷伯菌$

+i<!

%

株数 耐药率$

]

%

哌拉西林
;$ ;#F!< !=

#=F$#

"

庆大霉素
"E "!F#$ !!

#DF=E

"

阿米卡星
E" EDF#; ED E#FD=

环丙沙星
"D "IF"= ;;

;<F<"

"

左氧氟沙星
"$ "DF;I ;<

DDF=E

"

氨曲南
;! D"F#< <!

E$$F$$

"

头孢西丁
! #F$I D# !DFE"

头孢吡肟
E= "$F=; <!

E$$F$$

"

头孢噻肟
;< D#F;D <!

E$$F$$

"

头孢他啶
E< "EFI! <!

E$$F$$

"

哌拉西林"他唑巴坦
ED E=F$= "" "!F<<

妥布霉素
"I ;!F;= D=

!!F"I

"

氨卞西林"舒巴坦
EE E;FDE ;#

D"F;!

"

美洛培南
$ $F$$ D DF=E

!!

注!与整合子阴性肺炎克雷伯菌耐药率比较#

"

!

$

$F$!

)

B

!

讨
!

论

肺炎克雷伯菌在老年
A(h

患者感染的病原菌中排在第
"

位#且由于其质粒作用产生
?B&@N

#利用产物在细菌不同种之

间进行传播扩散#加重老年
A(h

患者感染细菌的耐药性'

!

(

)

对本院老年
A(h

患者感染肺炎克雷伯菌标本来源分布的

情况进行分析#分离肺炎克雷伯菌最多的分别是痰+肺泡灌洗

液和尿液#表明肺炎克雷伯菌通过老年人呼吸道和泌尿道更容

易感染#这与文献'

#

(报道相似)其原因是肺炎克雷伯菌作为

上呼吸道的定植菌#在各种因素如气管插管破坏口咽部正常定

植的菌群后侵入造成逆向移行和易位感染#在患者未出现明显

的感染征象时#做好肺炎克雷伯菌感染监测的同时加强医务人

员手卫生依从性的教育#才能减少医院交叉感染的产生)

由于老年
A(h

患者因病情重#大剂量+长时间使用广谱及

超广谱抗菌药物#引起宿主体内菌群的生态平衡失调#使得体

内该菌产
?B&@N

不断增加)本院老年
A(h

患者感染肺炎克雷

伯菌中有
D;F"#]

产
?B&@N

#尤其从肺泡灌洗液中分离出产

?B&@N

最高为
!!F;E]

#与有关报道不同'

=

(

#这样对于感染的

控制和有效治疗造成较大困难#只有及时开展病原学检查#参

照药敏结果选用抗菌药物#才能减少医院感染的产生)

在不断深入的细菌耐药研究中#越来越多重视整合子介导

的耐药性#整合子有特异性的识别位点捕获游离的耐药基盒#

在自身染色体或者质粒上同一方向整合'

<

(

#整合子再通过转座

子或接合性质粒介导耐药基因水平传播和转移而导致耐药)

肺炎克雷伯菌存在
(

+

&

+

*

类整合子#本研究中
<!

株肺炎克

雷伯菌整合子阳性菌来自于
E#=

株产
?B&@N

的肺炎克雷伯

菌#检出结果均为
(

类整合子#并未发现
&

!

*

类整合子#这结

果与文献'

I

(报道的肺炎克雷伯菌中
(

类整合子的多重耐药基

*

!E""

*
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月第
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期
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因的结果基本一致)说明老年
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患者感染产
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的肺炎

克雷伯菌中有
(

类整合子#这样容易形成多重耐药菌株#导致

老年
A(h

患者感染的整合子阳性菌对
E;

种药物耐药率与整

合子阴性菌的耐药率相比差异有统计学意义$
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$F$!

%)通

过本研究整合子阳性菌株可变区扩增的产物测序结果与
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比对发现#
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和
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不仅对三代头孢在内的
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内酰胺类抗菌药物出现耐药#对氨基

糖苷类和喹诺酮类抗菌药物也会出现耐药#其原因是在播散过

程中整合子的产
?B&@N

菌株存在有
'

.

内酰胺类抗菌药物所起

到的筛选效应'
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(

#其他耐药基因黏附在其整合子上形成接合

性质粒在筛选
?B&@N

基因中发生作用#促进某些
?B&@N

编码

基因位于整合子内部#形成高耐药基因#促进
?B&@N

的传播)

综上所述#应加强对产
?B&@N

的细菌整合子基因检测和

耐碳青霉烯类抗菌药物细菌的专项监测#微生物室及时把监测

结果反馈至临床#这样有利于临床加强医务人员的手卫生管

理#做好环境卫生及物品消毒#采取消毒隔离措施#避免耐药菌

的交叉传播#延缓细菌耐药性的出现)
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