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铜绿假单胞菌#

1.

$是引起院内感染主要的革兰

阴性杆菌(是人体最重要的条件致病菌之一(它的形

态可分为非黏液型和黏液型'其中黏液型铜绿假单

胞菌多分离于持续性)慢性感染的患者(常规用药难

于将其清除(在机体抵抗力差时引起疾病'为此(收

集本院自
"(!"

年
!

月至
"(!)

年
!"

月期间从各科室

就诊的患者标本中分离出的黏液型铜绿假单胞菌株(

进行耐药性分析与药敏结果报告时限分析(对提高治

愈率)指导临床用药都具有重要的意义'
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材料与方法
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材料
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医院各科室就诊的患者标本'其中(痰标本
!((

株(

脓液及分泌物
%

株(其他来源标本
"

株'按照相关标

准化操作规程提取细菌
4,.

'针对耐碳青霉烯类抗

菌药物不同基因设计特异性引物(避免在
+[

端产生互

补序列和发夹结构(引物特异性检验采用
,2:;

数据

库中
:C7>?

进行匹配分析'采用
123

扩增
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81W9!
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)

Z12

)

X;W9!

)

X;W9"

基因(引

物序列及产物见表
!

'
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产物经琼脂糖凝胶电泳

进行分析'

表
!

""

用于扩增
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81W9!
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序列的
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引物

基因 上游引物#

)[

$
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$ 下游引物#

)[

$

+[

$ 产物长度#
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$
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K

2 6--2-26-2..226.2.2.--. 22-262--2.66---.6.- !'*

;W19! 6.2--26...-.6.26-.. 6..22-226-2626..6-6 *$!

81W9! 2222.26.2-...-222.2. 6222-2..2-.-2..2.. *)$
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K

@4" 2--2-.2.62.-2..2.22 26--2--.6.2--..2-. *+!

Z12 -6.62-22-626.-6626-2 --62-6-666222666.-2 !'*

X;W9! 2.-62622.2-2.26662. -2.2..22.22-6.6.-2.2 "&%

X;W9" 622-.2.-62.-2-...6 -2.-2.22.--.6.-..-. *+)
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仪器与试剂
"
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半自动细菌鉴定仪及

X;65Z9"

全自动细菌鉴定仪购自法国梅里埃公司-

123

扩增仪及电泳仪购自美国
:FD937G

公司-

-48

%(((

凝胶自动成像仪购自美国
]X1

公司-药敏分析

仪购自法国梅里埃公司'胰蛋白消化的酱油肉汤)脑

心浸液琼脂培养基购自美国
:=N?DA4FN\FA>DA

-两性

霉素
:

)二甲基亚枫)磺胺增效剂购自美国
8F

L

M7

公

司-万古霉素购自美国礼来公司-

123

反应用
67

b

聚

合酶)

G,61

)

123

引物购自大连宝生物公司'抗菌药

物包括亚胺培南)阿米卡星)妥布霉素)庆大霉素)头

孢吡肟)哌拉西林"他唑巴坦)左氧氟沙星)头孢他啶)

环丙沙星和美罗培南等药敏纸片购自温州市康泰生

物科 技 有 限 公 司(质 控 菌 株 为 铜 绿 假 单 胞 菌

.622"'%)+

'
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方法
"

采用常规鉴定法进行菌株鉴定'标本培

养)分离严格按照/全国临床检验操作规程0进行'黏

液型铜绿假单胞菌菌落形态多样(无色(可见黏稠状)

露滴状及胶冻状菌落)菌落边缘不规则'用接种环挑

取无金属光泽)无特殊气味的菌落(分离纯化后所有

菌株经
XF?=\"2DM

K
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全自动微生物分析仪鉴定为

铜绿假单胞菌(并进行复测'纸片法测定
!(

种常用

抗菌药物做药敏试验'按照美国临床和实验室标准

协会
W!((9""

标准实施'质控菌株为铜绿假单胞菌

.622"'%)+

'恒温
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记录第
!

次药敏结果(
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记录第
"

次药敏结果(

'"J

记录第
+

次药敏结

果'药敏试验结果参照美国临床实验室标准委员会
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年标准进行判读'
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统计学处理
"

采用
8188!%#(

软件进行统计分

析(计数资料以率表示(采用
!

" 检验或
PF>J=@[>

精确

检验(所有统计检验均为双侧概率检验(
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差异有统计学意义'
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结
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果
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黏液型铜绿假单胞菌对抗菌药物的耐药结果
"
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株黏液型铜绿假单胞菌对
!(

种抗菌药物的耐药

性结果见表
"

'研究结果发现(
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黏液型铜绿假单

胞菌对阿米卡星)妥布霉素)庆大霉素)哌拉西林"他

唑巴坦)左氧氟沙星)头孢他啶的耐药率在
(#(c

!

*#)c

(而对亚胺培南)美罗培南)头孢吡肟和环丙沙

星的耐药率为
'#+c

!

$#!c

'与
"*J

药敏结果相

比(

*%J

黏液型铜绿假单胞菌对亚胺培南和美罗培南

的耐药率均为
!+#&c

(而对阿米卡星)妥布霉素)庆大

霉素)头孢吡肟)哌拉西林"他唑巴坦)左氧氟沙星和

头孢他啶的耐药率在耐药率为
&#*c

!

!!#%c

(差异

有统计学意义#
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(#()

$'与
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药敏结果相比(
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黏液型铜绿假单胞菌对上述抗菌药物的耐药率差异

无统计学意义#
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"

通过药敏试验可知(

!!(

株黏液铜绿假单胞菌中有

!)

株对亚胺培南和美罗培南有耐药性'为了深入研

究其耐药机制(本文采用
123

方法对
!)

株耐碳青霉

烯类抗菌药物的菌株进行研究'结果发现(其中携带
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株#
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菌株有
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*

株
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基因阳性菌株有
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株#
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阳性

基因菌株有
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株#
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药敏结果比较
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泳道均为阳性

图
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基因特异性条带为
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阳性-
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图
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基因
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产物
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琼脂糖凝胶电泳图
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本研究通过比较黏液型铜绿假单胞菌
"*

)

*%

)

'"

J

药敏结果(结果发现
"*J

检测到的黏液型铜绿假单

胞菌对亚胺培南)阿米卡星)妥布霉素)庆大霉素)头

孢吡肟)哌拉西林"他唑巴坦)左氧氟沙星)头孢他啶

和美罗培南的敏感率均在
%(#(c

以上'与
"*J

药敏

*

%$)"
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结果相比(

*%J

黏液型铜绿假单胞菌对亚胺培南)阿

米卡星)妥布霉素)庆大霉素)头孢吡肟)哌拉西林"他

唑巴坦)左氧氟沙星)头孢他啶和美罗培南的敏感率

均显著下降(差异均有统计学意义#

>

%

(#()

$'与
*%

J

药敏结果相比(

'"J

黏液型铜绿假单胞菌对上述抗

菌药物的敏感率差异无统计学意义#

>

&

(#()

$(结果

提示
"*J

体外药敏试验不能准确反映黏液型铜绿假

单胞菌药敏情况'有研究发现黏液型铜绿假单胞菌

生长极其缓慢(常规
"*J

内有时不能形成肉眼可见菌

落或菌落极小(报告结果易造成药敏结果出现偏

差%

!

&

'有研究指出(

XF?=\"2DM

K

7N?

分析仪有对黏

液型铜绿假单胞菌药敏结果出现缺失情况(此外(由

于黏液阻滞菌株生长(导致细菌生长速度减慢%

"9+

&

'

通常在
*%J

才可见
!#)MM

大小的菌落(而用
Z9:

法

做药敏试验(往往要求
"*J

内报告结果(因此(极有可

能会错误判断抗菌药物对细菌的药敏结果(特别是当

被检菌对多种抗菌药物耐药时(准确的药敏结果就显

得尤为重要%

*

&

'因此(建议将黏液型铜绿假单胞菌药

敏试验延长至
*%J

'

本研究发现(

"*J

黏液型铜绿假单胞菌对阿米卡

星)妥布霉素)庆大霉素)哌拉西林"他唑巴坦)左氧氟

沙星和头孢他啶的耐药率为
(#(c

!

*#)c

(而对亚胺

培南)美罗培南)头孢吡肟和环丙沙星的耐药率为

'#+c

!

$#!c

'与
"*J

药敏结果相比(

*%J

黏液型

铜绿假单胞菌对亚胺培南和美罗培南的耐药率均为

!+#&c

(而对阿米卡星)妥布霉素)庆大霉素)头孢吡

肟)哌拉西林"他唑巴坦)左氧氟沙星和头孢他啶的耐

药率为
&#*c

!

!!#%c

(差异有统计学意义#

>

%

(#()

$'与
*%J

药敏结果相比(

'"J

黏液型铜绿假单

胞菌对上述抗菌药物的耐药率差异无统计学意义

#

>

&

(#()

$'因此(建议临床上应严格控制碳青霉烯

类药物的使用(尽量通过个体化治疗)联合用药)短期

用药等手段提高抗菌药物的抗菌能力(严格避免用药

时间过长和治疗不规范等因素诱发新的耐药株%

)9&

&

'

本研究发现
!!(

株黏液铜绿假单胞菌中有
!)

株

对亚胺培南和美罗培南有耐药性'为了深入研究其

耐药机制(通过查阅大量国内外文献发现(

.M

K

2

)

;W19!

)

X;W9!

)

X;W9"

)

Y

K

@4"

)

81W9!

和
Z12

基因

是研究中常用的鉴定耐碳青霉烯类抗菌药物的特异

性基因(所以选取上述基因进行研究'有报道铜绿假

单胞菌对亚胺培南和美罗培南耐药率为
!&#)c

%

'9%

&

(

WY-0YYP5;

等%

$

&报道的耐药率为
!)#(c

'而本研

究中黏液型铜绿假单胞菌对亚胺培南和美罗培南耐

药率均为
!+#&c

(结果提示这种差异可能与标本来

源)菌株的表型及分布区域有关%

!(9!!

&

'

205//;.0

等%

!"

&研究发现
!((

株铜绿假单胞菌有
%"#(c.M

K

2

阳性基因(

.M

K

2

阳性菌株与
&

内酰胺类抗菌药物耐

药差异有统计学意义#

>

%

(#()

$'与本研究中黏液型

铜绿假单胞菌株
.M

K

2

基因携带率
%(#((c

#

!"

"

!)

$

相似(结果提示本研究中黏液型铜绿假单胞菌对亚胺

培南和美罗培南耐药可能与
.M

K

2

酶的高表达密切

相关'有研究报道
Y

K

@4"

编码基因突变可导致

Y

K

@4"

基因表达缺失(进而导致铜绿假单胞菌对碳青

霉烯类抗菌药物耐药%

!+

&

'而本研究发现黏液型铜绿

假单胞菌
Y

K

@4"

缺失率为
'+#++c

#

!!

"

!)

$(显著高

于文献报道的铜绿假单胞菌
Y

K

@4"

基因缺失率%

!*

&

(

结果提示黏液型铜绿假单胞菌对亚胺培南和美罗培

南耐药可能与
Y

K

@4"

基因缺失率密切相关'

.:;3;

等%

!)

&报道在伊朗克尔曼沙医院的
"")

株铜绿假单胞

菌株中(分别有
++#'c

#

'&

"

"")

$和
!%#!c

#

*!

"

"")

$的

菌株对亚胺培南和美罗培南耐药(其中对亚胺培南耐

药的
'&

株铜绿假单胞菌中(

**#'c

#

+*

"

'&

$菌株携带

;W19!

基因(

!#+c

#

!

"

'&

$携带
X;W9"

基因'

;W19!

基因的携带率与本研究结果%

++#++c

#

)

"

!)

$&相似(

而
X;W9"

基因携带率显著低于本研究%

&(#(c

#

$

"

!)

$&结果'以上结果提示(不同基因型黏液型铜绿假

单胞菌对不同的抗菌药物耐药性不同(耐碳青霉烯类

抗菌药物的机制与携带
.M

K

2

和
X;W9"

基因(以及

Y

K

@4"

基因的缺失密切相关'

D

"

结
""

论

""

在不同时间检测黏液型铜绿假单胞菌对不同抗

菌药物的耐药率显著不同(其耐碳青霉烯类抗菌药物

的机制与
.M

K

2

)

X;W9"

和
Y

K

@4"

基因密切相关'

由于本研究中样本数量有限(且样本主要来源于门诊

及
;2]

病房长期感染的重症患者(可能使本研究有一

定的局限性(这有待于扩大样本量(更为深入研究黏

液型铜绿假单胞菌基因型与其对碳青霉烯类抗菌药

物耐药性的关系(同时(有待下一步进行同源性分析

确认菌株是否同一来源'
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