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基因泛耐药肺炎克雷伯菌 Q)=79:-

甲基化酶基因和氨基糖苷类修饰酶基因分析

黄支密!单!浩!夏守慧!盛以泉!杨海燕!沈!娟!糜祖煌!朱健铭

摘!要!目的!了解临床分离的携带 QE8

7̀ZH$

型碳青霉烯酶基因泛耐药肺炎克雷伯菌中 "'A U)F+甲基化酶基因和氨基糖

苷类修饰酶(+=̂ @)基因的分布" 方法!在 $##9 年 "" 月 :$##% 年 , 月从笔者医院住院患者中分离 "% 株携带 QE8

7̀ZH$

型碳青霉

烯酶基因泛耐药肺炎克雷伯菌!采用 7Z)及序列分析的方法分析 ' 种 "'A U)F+甲基化酶基因(8U1+#U1S+#U1Sa#U1SZ#U1S\和

JB1+)和 "* 种 +=̂ @基因,8JS(&z) H

#

#8JS($z) H

#

#8JS(*l) H

#

80Q#88?+*0(#88?+'0"'#88P(&) H

#

#88P(&) H

$

#88P(&) H
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#88P(&) H
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#88P('l) H

#

Q#88P('l) H

$

#8BM(&l) H

#

#8BM(&l) H

$

Q 和 8BM(&l) H

8

8-" 结果!"% 株中!( 种基因 88P(&)

H

$

#88P('l) H

#

Q#88P('l) H

$

#8JS(&z) H

#

和 8BM(&l) H

#

的阳性株数 ,阳性率 (.)-分别为 $ ("#-(.)#" ((-&.)#"%

("##5#.)#"%("##-#.)和 $("#-(.)!其余 "( 种基因均阴性/+=̂ @基因总阳性率为 "##-#.("%0"%)" 对 " 株(' 号菌株) 88P

('l) H

#

Q 基因 7Z)阳性产物进行测序!证实为 88P('l) H

#

Q HPU双功能酶基因" 结论!氨基糖苷类修饰酶基因 88P('l) H

$

和 8JS(&z) H

#

在携带 QE8

7̀ZH$

型碳青霉烯酶基因泛耐药肺炎克雷伯菌中广泛分布"

关键词!肺炎克雷伯菌!QE8

7̀ZH$

!"'A U)F+甲基化酶!氨基糖苷类修饰酶!基因

#中图分类号$! )&!!!!#文献标识码$! +
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3>J>@RJ B8J?UV3HU>@R@S8JS'$!UE*!$$# (&!;2,&*#!M8UQDURJ3QE8

7̀ZH$

SWB>P8UQ8B>J>18@>3>J>-OIFP8KC!FRJ>S>>J @SU8RJ@DTB8J?UV3H

U>@R@S8JS'$!UE*!$$# (&!;2,&*#!M8UQDURJ3QE8

7̀ZH$

SWB>P8UQ8B>J>18@>3>J>[>U>R@DE8S>? TUD1SM>RJB8SR>JS@Q>S[>>J FDX>1Q>U!$##9 8J?

<VEW!$##%-ARb6RJ?@DT"'A U)F+1>SMWE8@>3>J>(RJPEV?RJ38U1+!U1S+!U1Sa!U1SZ!U1S\8J? JB1+) 8J? "* 6RJ?@DT+=̂ @3>J>,RJY

PEV?RJ38JS(&z) H

#

!8JS($z) H

#

!8JS(*l) H

#

80Q!88?+*0(!88?+'0"'!88P(&) H

#

!88P(&) H

$
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! 88P
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#

Q!88P('l) H

$

! 8BM(&l) H

#

!8BM(&l) H

$

Q 8J? 8BM(&l) H
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8- [>U>8J8EWf>? QW7Z)8J? X>URTR>? QW\F+@>_V>JPRJ3-

9IC>@FC!]TSM>"% @SU8RJ@S>@S>? ! SM>BD@RSRX>U8S>DT3>J>@DT88P(&) H

$

!88P('l) H

#

Q!88P('l) H

$

!8JS(&z) H

#

8J? 8BM(&l) H
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[>U>"#-(.($0"%)! (-&.("0"%)!"##-#.!"##-#. 8J? "#-(.($0"%)!U>@B>PSRX>EW-OM>"( 6RJ?@DTU>@S3>J>@[>U>8EES>@S>?

J>38SRX>-ODSM>FD-' @SU8RJ DT'$!UE*!$$# (&!;2,&*#!SM8SSM>88P('l) H

#

Q 3>J>[8@BD@RSRX>!8J8EW@>? QW7Z)8J? X>URTRP8SRDJ QW\F+

@>_V>JPRJ3! [8@PDJTRU1>? SDS86>SM>88P('l) H

#

Q HPU-!8A6@>C58A!+=̂ @3>J>@88P('l) H

$

8J? 8JS(&z) H
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7̀ZH$
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!!近年来!携带 QE8

7̀ZH$

型碳青霉烯酶基因肺炎克

雷伯菌引起的医院感染在世界各地有较多报道!并且

呈现流行趋势
," :"#-

" 由于这类细菌往往表现为泛耐

药!甚至极端耐药!对氨基糖苷类抗生素耐药率往往

很高!已成为临床抗菌感染治疗的难点之一!但有关

其对氨基糖苷类抗生素耐药机制研究资料却较

少
,$!&!"#-

" 为了解笔者医院临床分离的 " 组 "% 株携

带 QE8

7̀ZH$

型碳青霉烯酶基因泛耐药肺炎克雷伯菌

"'A U)F+甲基化酶("'A U)F+1>SMWE8@>)基因和氨

基糖苷类修饰酶 (81RJD3EWPD@R?>1D?RTWRJ3>JfW1>@!

+=̂ @)基因分布情况!笔者采用分子生物学等技术进

行了分析!报道如下"

.,,.
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材料与方法

"-菌株来源及常规鉴定+本组 "% 株携带 QE8

7̀ZH$

型碳青

霉烯酶基因泛耐药肺炎克雷伯菌均分离自笔者医院 $##9 年

"" 月 "% 日 :$##% 年 , 月 * 日住院患者送检的各种标本!采用

法国 aRD={UR>Vb公司 +7e$# ^系统先进行常规菌种鉴定!详

见文献,"-"

$-菌株分子鉴定+通过对 3WU+#B8UZ及 1?T+基因测序进

行鉴定!见文献,""-"

&-药敏试验+受试的抗菌药物共计 $, 种!其中 $' 种药敏

试验资料详见文献 ,"-!其余一种替加环素药敏纸片系英国

]k]e\公司产品!采用纸片扩散法(`Ha法)!具体参照文献

,"$-进行"

*-耐药基因检测+均采用 7Z)技术" 共检测 $# 种基因!

分别为+' 种 "'A U)F+甲基化酶基因(8U1+#U1S+#U1Sa#U1SZ#

U1S\和 JB1+)和 "* 种 +=̂ @基因 ,8JS(&z) H

#

#8JS($z) H

#

#8JS(*l) H

#

80Q#88?+*0(#88?+'0"'#88P(&) H

#

#88P(&)

H

$

#88P(&) H

-

#88P(&) H

.

#88P('l) H

#

Q#88P('l) H

$

#

8BM(&l) H

#

#8BM(&l) H

$

Q 和 8BM(&l) H

8

8-" 其中 U1Sa

基因 7Z)扩增引物序列为+ 7"+ (lH+Od++Z+OZ++Zd+OY

dZZZOZ H&l!7$+ (lHOO+OZZ+OOZOOOOOO+OZ++dO+O+O

H&l!产物长度为 ,(' QB " 其他 "% 种靶基因引物及产物情

况#7Z)扩增及产物分析见文献,"&-"

(-序列分析+见文献,"&-"

结!!果

"-菌株分子鉴定结果+经分子鉴定确认!本组 "%

株均为肺炎克雷伯菌肺炎亚种!见文献,""-"

$-药敏试验结果+本组 "% 株对替加环素和黏菌

素均敏感!对 * 种氨基糖苷类抗生素(阿米卡星#庆

大霉素#妥布霉素和奈替米星) #亚胺培南#美罗培

南#环丙沙星和复方新诺明等 $( 种抗菌药物均耐

药
,"-

"

&-耐药基因检测结果+本组 "% 株中!( 种基因

88P(&) H

$

#88P('l) H

#

Q#88P('l) H

$

#8JS(&z) H

#

和 8BM (&l) H

#

的阳性株数 , & (.)-分别为 $

("#-()#"((-&)#"%("##-#)#"%("##-#)和 $("#-()!

其余 "( 种基因均阴性/+=̂ @基因总阳性率为 "##-

#.("%0"%)" 有 " 株 (& 号菌株)同时检出 * 种 +Y

=̂ @基因 88P(&) H

$

#88P('l) H

$

#8JS(&z) H

#

和

8BM(&l) H

#

!另有 " 株(' 号菌株!实验室原始编号

2L"#*'#)同时检出 ( 种 +=̂ @基因 88P(&) H

$

#88P

('l) H

#

Q#88P('l) H

$

#8JS(&z) H

#

和 8BM(&l) H

#

" 图 " 为 8JS(&z) H

#

基因 7Z)产物电泳图"

*-序列分析结果+经对 ' 号菌株 88P('l) H

#

Q

基因 7Z)阳性产物进行测序比对!确认为 88P('l) H

#

Q HPU双功能酶基因"

图 Q2%AF&Sg' T

!

基因 $!9产物电泳图

=-分子质量标记! 由下而上分别为 (##"###"(##$###$(##&###

*###(###'###,###9###%###"###QB/7-阳性对照/F-阴性对照/

A-阳性标本

!

讨!!论

链霉素是第一种用于临床的氨基糖苷类抗生素"

除链霉素外!常用的氨基糖苷类抗生素主要有庆大霉

素#卡那霉素#阿米卡星和妥布霉素等!为临床抗菌感

染治疗发挥了重大作用" 然而!从近年来报道情况

看!临床上常见的分离菌株如肺炎克雷伯菌#阴沟肠

杆菌#鲍曼不动杆菌以及大肠杆菌等革兰阴性杆菌对

氨基糖苷类抗生素耐药性在不断增强!究其原因还是

不合理使用所致" 已知革兰阴性杆菌对氨基糖苷类

抗生素产生耐药往往是多种耐药机制在共同发挥作

用!但主要机制有两种!一是细菌产生针对抗生素的

+=̂ @!+=̂ @种类较多!具有相对底物特异性!二是

细菌产生 "'A U)F+甲基化酶" 已发现的 "'A U)F+

甲基 化酶 包括 +U1+# )1S+# )1Sa# )1SZ# )1S\#

)1Ŝ#)1Sg#)1Sd#)1S2和 FB1+!分别由 8U1+#U1Y

S+#U1Sa#U1SZ#U1S\#U1Ŝ#U1Sg#U1Sd#U1S2和 JB1+

基因编码!通过保护抗生素的主要作用靶位 "'A

U)F+!导致耐药
,"* :"'-

" +=̂ @基因和 "'A U)F+甲基

化酶基因均可通过质粒#整合子进行水平传播" 从耐

药机制上看!相对于产 +=̂ @导致耐药而言!细菌产

"'A U)F+甲基化酶所致的耐药水平更高#范围更广!

危害性也更大!因此必须高度重视!加强监测"

已在波兰等地产 7̀ZH$ 型碳青霉烯酶肺炎克雷

伯菌中发现了 8U1+基因
,$!&-

!在我国浙江省杭州市此

类细菌中发现了 8U1+和 U1Sa基因!但有关此类细菌

+=̂ @基因和 "'A U)F+甲基化酶基因分布情况报道

很少" 本组 "% 株细菌对本研究所测试的 * 种氨基糖

苷类抗生素均耐药!仅检出 ( 种 +=̂ @基因 88P(&) H

$

#88P('l) H

#

Q#88P('l) H

$

#8JS(&z) H

#

和8BM(&l) H

#

!

未检出其他 % 种 +=̂ @基因和 ' 种 "'A U)F+甲基化

酶基因" 但全部 "% 株 88P('l) H

$

和 8JS(&z) H

#

均阳

性!有 " 株(& 号菌株)同时检出 * 种 +=̂ @基因 88P

.9,.
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(&) H

$

#88P('l) H

$

#8JS(&z) H

#

和 8BM(&l) H

#

!另有 "

株(' 号菌株!实验室原始编号2L"#*'#)同时检出 ( 种

+=̂ @基因 88P(&) H

$

#88P('l) H

#

Q HPU#88P('l) H

$

#

8JS(&z) H

#

和 8BM(&l) H

#

!此现象值得注意" 8JS(&z)

H

#

基因编码产物为+FO(&z) H

#

!其抗性谱为链霉素和

大观霉素" 88P('l) H

#

Q HPU为双功能酶基因" 笔者曾

报道阴沟肠杆菌为 88P('l) H

#

Q HPU亚型新宿主!且有

较高的阳性率" 朱健铭等
,",-

在 " 组 *, 株多重耐药肺

炎克雷伯菌中发现有 $ 株(*-&.) 88P('l) H

#

Q HPU基

因阳性" 尽管本组仅 " 株 88P('l) H

#

Q HPU基因阳性!

阳性率不高!但由于其位于质粒上!不仅能介导氨基糖

苷类抗生素耐药!同时还可介导喹诺酮类耐药!因此!

有必要加以关注"

近年来有一些关于多重耐药肺炎克雷伯菌 +Y

=̂ @基因和 "'A U)F+甲基化酶基因研究的报

道
,"&!"9 :$#-

!但基因检出情况有所不同" 笔者曾对 "

组 $( 株对亚胺培南和美罗培南均敏感肺炎克雷伯菌

(菌株均分离自笔者医院 $##( 年 % 月 :$##' 年 * 月

住院患者送检的各种标本)进行了 ' 种 "'A U)F+甲

基化酶基因和 ' 种 +=̂ @基因分析!发现在所检测的

' 种 "'A U)F+甲基化酶基因 8U1+#U1S+#U1Sa#U1SZ#

U1S\和 JB1+中!仅 U1Sa基因阳性!但阳性率较高!

为 '#-#.("(0$()!而 88P('l) H

$

基因阴性!与本研

究结果完全不同" 笔者还曾在从笔者医院临床分离

的 *# 株阴沟肠杆菌中 (分离时间为 $##& 年 % 月 :

$##* 年 "" 月)检出 U1Sa基因 ( 株("$-(.)#'# 株鲍

曼不动杆菌中(分离时间为 $### 年 , 月 :$##$ 年 "$

月)检出 8U1+基因 "( 株($(-#.)" 但本组 "% 株分

离时间较晚!且未检出 8U1+和 U1Sa基因!推测导致

结果差异原因!除了菌种不同之外!还应该与菌株分

离时间不同有关" 结果表明!+=̂ @基因 88P('l) H

$

和 8JS(&z) H

#

在本组菌株中广泛分布!但不排除

存在本研究未检测的其他 +=̂ @基因和 "'A U)F+甲

基化酶基因如 U1Ŝ#U1Sg#U1Sd和 U1S2可能!有等进

一步分析"
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