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W
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F
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"$$!

#
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!
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!临床研究!

碳青霉烯类非敏感肠杆菌的耐药性与基因型研究

杜任生!庾永基!肖伟明

"广州市花都区第二人民医院检验科
!

!E$<!$

#

!!

摘
!

要"目的
!

研究碳青霉烯类非敏感肠杆菌的耐药性与基因型$方法
!

自
"$E;

年
#

月至
"$ED

年
#

月采集碳青霉烯类非

敏感肠杆菌共计
EE$

株!选用
C.&

纸片分析细菌对药物有无敏感性!采用改良后的
/,O

L

5

试验分析碳青霉烯细菌在临床上的使

用反应$测试菌株耐药基因对
&@7B6

对比"局部序列比对#与
%(Y

'

:K7

进行分析测试$结果
!

测试出替加环素中介
EE

株和

耐药
D

株"黏质沙雷菌'产气肠杆菌
"

株#$

EE$

株碳青霉烯类非敏感肠杆菌对头孢噻肟和阿莫西林%克拉维酸耐药率最高!头孢

他啶'四环素'复方磺胺甲唑'亚胺培南'厄他培南'环丙沙星'氨曲南等耐药率均为
#DFI]

!

<<FD]

&而妥布霉素'阿米卡星'呋

喃妥因'头孢吡肟耐药率较低!为
E#F#]

!

D$FE]

&敏感率增高的为替加环素'米诺环素!分别为
<"F$]

和
<#F#]

$研究发现
EE$

株碳青霉烯类非敏感肠杆菌当中!检测出
R-2B/X.E"

'

R-2(6k.'.E!

'

?B&@N

'

R-2(6k.'.;;

等基因$在
EE$

株碳青霉烯细菌当中

还检测出
E

株黏质沙雷菌!基因型号为
R-2C%(."

&改良后的
/,O

L

5

试验
==

株阳性!检出率为
=$]

$

;#

株"

;"F=]

#

?B&@N

呈阳

性!

!

株阴沟肠杆菌"

R-2A'%."#

#与
E

株产气肠杆菌"

R-2XA'."

#基因'

;E

株大肠埃希菌$结论
!

碳青霉烯肠杆菌的基因型主要有

R-2C%(."

基因'

R-2A'%."#

基因'

R-2XA'."

基因$药敏结果显示碳青霉烯类肠杆菌科细菌对米诺环素和替加环素敏感率增高!临

床用药时可根据患者病情进行合理选择!以达到控制感染的效果$

关键词"碳青霉烯类抗菌药物&

!

耐药性&

!

基因型&

!

肠杆菌

!"#

!

E$F;I#I

"

M

F*NN8FE#=;.DE;$F"$E#FE#F$!D

文献标识码"

7

文章编号"

E#=;.DE;$

"

"$E#

#

E#.";;;.$"

!!

近几年随着科技不断发展#临床上应用广谱
'

.

内酰胺酶与

7G

1

(

酶的肠杆菌科细菌越来越广泛#对广谱
'

.

内酰胺酶使

用率也是不断增加)由于临床上经常使用碳青霉烯类抗菌药

物进行抗菌治疗#随着时间推移#造成临床使用抗感染药物的

困难逐年上升)目前)碳青霉烯类肠杆菌被国内外学者广泛

关注'

E.D

(

)为进一步研究碳青霉烯类肠杆菌基因型情况#采集

本院感染菌株
EE$

株#分析碳青霉烯类肠杆菌抗耐药性与基

因型)

@

!

材料与方法

@F@

!

菌株
!

自
"$E;

年
#

月至
"$ED

年
#

月收集本院临床标本

当中分离的碳青霉烯类非敏感肠杆菌共
EE$

株#其中黏质沙雷

菌
E$

株+布氏柠檬酸杆菌
E

株+阴沟肠杆菌
"$

株+大肠埃希菌

#"

株+气肠杆菌
ED

株+奇异变形杆菌
E

株+摩根摩根菌
"

株#

实验过程中亚胺培南与厄他培南只要出现上述两种或两种以

上细菌耐药即为非敏感菌株)产
A'%.D

型酶+

C%(."

型酶肺

炎克雷伯菌+

6?'.!

型+肺炎克雷伯菌
76((=$$#$;

酶肺炎克

雷伯菌+

A'A.E

型酶阴沟肠杆菌+

B/X.;

型酶)

@FA

!

试剂与仪器
!

血琼脂平板+

'./

肉汤+血液增菌培养基+

'./

琼脂均为杭州天微生物公司生产)

%(Y

检测试剂盒为北

京天根公司生产)阿米卡星+环丙沙星+头孢西丁+头孢噻肟+

头孢他啶"克拉维酸+阿莫西林"克拉维酸+妥布霉素+四环素+

头孢噻肟"克拉+维酸头孢他啶+氨曲南+亚胺培南+米诺环素+

药敏纸片头孢吡肟+呋喃妥因+替加环素+复方磺胺甲唑#以

上产品均为上海生工公司生产)本次使用的
XA6?C.;;

全自

动微生物分析仪为
B%E$$$%(Y

扩增仪#

628,8E#$$

凝胶成像

系统以及
:̀ .̀

*

电泳仪)三羟甲基氨基甲烷$

6Q*N

%+溴化乙

锭和琼脂糖+乙二胺四乙酸$

?:67

%使用试剂盒均由上海天能

公司生产)

@FB

!

方法

@FBF@

!

鉴定细菌及药敏试验
!

本次采用菌株经
XA6?C.;"

全

自动微生物分析仪进行鉴定#根据美国临床和实验室标准化协

会$

(@BA

%使用
C.&

纸片检测菌株的药物敏感性'

!

(

)

@FBFA

!

检测碳青霉烯
!

本次检测
C%(."

型酶肺炎克雷伯菌

显示为阳性对照株#按照
Z@BA

标准进行改良的
/,O

L

5

试验)

@FBFB

!

扩增产物测序及
:K7

序列分析
!

本文的扩增引物根

据文献'

#.<

(设计#委托上海生工公司合成)本次检测
%(Y

扩

增产物使用
7&A.%YAB';=;$

仪器进行测试#对检测出的
Z58.

&28U

与
&@7B6

数据进行分析#试剂使用配套试剂#操作过程

完全按照仪器和试剂的说明书进行)

@FBFC

!

?B&@N

检测
!

使用
"$E;

年版
(@BA

推荐的纸片法表

型确证试验'

!

(

)

A

!

结
!!

果

AF@

!

药敏试验结果
!

实验数据显示#本次测试出替加环素中

介
EE

株和耐药
D

株$黏质沙雷菌+产气肠杆菌
"

株%)本次试

验耐药率为
I;FI]

#显示
EE$

株碳青霉烯类非敏感肠杆菌对

与头孢噻肟和阿莫西林"克拉维酸耐药率最高#头孢他啶+四环

素+复方磺胺甲唑+亚胺培南+厄他培南+环丙沙星+氨曲南等

耐药率均为
#DFI]

!

<<FD]

&而妥布霉素+阿米卡星+呋喃妥

因+头孢吡肟耐药率较低#为
E#F#]

!

D$FE]

&敏感率增高的

为替加环素+米诺环素#分别为
<"F$]

和
<#F#]

)

AFA

!

?B&@N

与
'/6

检测结果
!

本次从
EE$

株碳青霉烯类非

敏感肠杆菌细菌当中测出产碳青霉烯酶细菌
==

株$

=$]

%+阴

*

;;;"

*

国际检验医学杂志
"$E#

年
<

月第
;=

卷第
E#

期
!

A89W@2R'5O

!

74

L

4N9"$E#

!

X,-F;=

!

K,FE#



沟肠杆菌
E!

株$

EIF!]

%+黏质沙雷菌
#

株$

=F<]

%)

==

株产

碳青霉烯酶细菌中大肠埃希菌
DI

株$

#;F#]

%+产气肠杆菌
!

株$

#F!]

%)

;#

株
?B&@N

细菌)数据显示同时产
?B&@N

和碳

青霉烯酶两种酶的细菌为
E<

株#占
E#F#]

)见表
E

)

表
E

!!

数据分析
EE$

株碳青霉烯类非敏感肠杆菌科细菌

!!!

碳青霉烯酶与
?B&@N

的检出率(

+

%

]

')

菌株 菌株数
单产碳

青霉烯酶

单产

?B&@N

同时产碳青霉

烯酶和
?B&@N

大肠埃希菌
#" ;"

$

!EF#

%

EE

$

E=F=

%

E=

$

"=FD

%

阴沟肠杆菌
"$ E!

$

=!F$

%

!

$

"!F$

%

$

$

$F$

%

产气肠杆菌
ED !

$

;!F=

%

E

$

=FE

%

$

$

$F$

%

黏质沙雷菌
E$ #

$

#$F$

%

$

$

$F$

%

$

$

$F$

%

摩根摩根菌
" $

$

$F$

%

E

$

!$F$

%

$

$

$F$

%

布氏柠檬酸杆菌
E E

$

E$$F$

%

$

$

$F$

%

$

$

$F$

%

奇异变形杆菌
E $

$

$F$

%

$

$

$F$

%

E

$

E$$F$

%

合计
EE$ !I

$

!;F#

%

E<

$

E#FD

%

E<

$

E#FD

%

AFB

!

耐药酶基因检测及序列测定结果
!

EE$

株碳青霉烯类非

敏感肠杆菌中#分别有
;;

株$

;$]

%+

E

株$

$FI]

%+

!

株$

DF!]

%

检出
R-2XA'."

+

R-2C%(."

+

R-2A'%."#

等碳青霉烯酶基因&分别

有
I

株$

<F#]

%+

!

株$

DF!]

%+

E

株$

$FI]

%检测出
R-2(6k.'.

;

+

R-2B/X.E"

+

R-2(6k.'.E!

等
?B&@N

基因)

#"

株大肠埃希

菌中有
;E

株$

!$F$]

%检出
R-2C%(."

基因#检测出有
<

株携带

R-2B/X.E"

基因+

E

株携带
R-2(6k.'.E!

基因)

"$

株阴沟肠

杆菌中#有
!

株携带
R-2A'%."#

基因+

E

株携带
R-2XA'."

基

因+

E

株携带
R-2(6k.'.;

基因+

;

株携带
R-2B/X.E

基因)

ED

株产气肠杆菌检出含
R-2C%(."

与
R-2B/X.E"

基因各
E

株)

未从柠檬酸杆菌中检测出
ZA'

+

BA'

+

Z?B

+

K:'.E

+

A'A

+

Hk7

+

B%'

等基因)除以上检出基因还检出
E$

株黏质沙雷

菌+

E

株布氏柠檬酸杆菌+

"

株摩根摩根菌+

E

株奇异变形杆菌+

E

株
R-2C%(."

阳性+

R-2(6k.'.E!

基因#以上检测未检出碳青

霉烯酶以及
?B&@N

基因)详见图
E

)

!!

注!

'

为
:K7 G2QU5Q

&

E

!

!

分别为
R-2C%(."

+

R-2A'%."#

+

R-2XA'."

+

R-2B/X.E"

+

R-2(6k.'.E!

&

#

为阴性菌株)

图
E

!!

%(Y

产物基因

B

!

讨
!!

论

本次研究数据显示
EE$

株碳青霉烯类非敏感肠杆菌中含

有
R-2XA'."

+

R-2A'%."#

+

R-2C%(."

这
;

种碳青霉烯酶耐药基

因#阴沟肠杆菌基因主要有
R-2XA'."

+

R-2A'%."#

#实验发现碳

青霉烯类非敏感肠杆菌可产
?B&@N

#本次实验发现
EE$

株菌当

中有
E#F#]

的菌株同时生产碳青霉烯酶与
?B&@N

#研究发现

?B&@N

#主要以
R-2(6k.'.E!

为主#

R-2B/X.E"

+

R-2(6k.'.;

两种基因为辅#主要分布于阴沟肠杆菌与产气肠杆菌)碳青霉

烯类中介或耐药的肠杆菌科细菌以肺炎克雷伯菌+大肠埃希

菌+阴沟肠杆菌+产气肠杆菌+黏质沙雷菌等为主#这些细菌应

作为医院感染防控的主要对象'

#.=

(

)碳青霉烯类药物被认为是

治疗肠杆菌科细菌感染较为有效的药物#但近年来#肠杆菌科

细菌对此类药物的耐药率在逐年增加)耐药的主要机制是菌

株产生碳青霉烯类水解酶$包括
7

+

&

和
:

类%#其次是
?B&@N

或头孢菌素酶合并外膜蛋白改变和$或%外排泵作用#导致碳青

霉烯类抗菌药物敏感性下降甚至耐药'

<.I

(

)研究发现碳青霉烯

类非敏感肠杆菌敏感率低于厄他培南以及亚胺培南#造成的原

因有可能是非碳青霉烯酶引起的#造成其敏感率降低的原因还

需进一步研究)药敏结果显示碳青霉烯类肠杆菌科细菌对米

诺环素和替加环素敏感率增高#临床用药时可根据患者病情进

行合理选择#以达到控制感染的目的)
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