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阴沟肠杆菌#
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$是医院感染

的重要病原菌%常呈现出对抗菌药物的多重耐药而

导致难治性医院感染!
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酶是革兰阴性
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$菌产生的最重要的
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内酰胺酶之一%因其能对

第三代头孢菌素'单环类'头霉素类等
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内酰胺类抗

菌药物耐药%而且不受临床常用的
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内酰胺酶抑制

剂抑制而受到重视!
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酶高产菌%为了解中南大学湘雅医院高产
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酶

菌株的耐药情况%对分离自门诊和住院患者临床标

本的
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株阴沟肠杆菌进行该酶的检测及其耐药性

分析%现报告如下&
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材料与方法
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埃公司
F0L!W"!

细菌鉴定仪鉴定&标准质控菌

株*阴沟肠杆菌
"!'O

作为
1#

>

A

酶阳性对照%大

肠埃希菌
1LAA!)'!!

作为阴性对照&阴沟肠杆

菌
"!'O

由北京医院检验科惠赠&

%-%-!

!

仪器与试剂
!

F0L!W"!

细菌鉴定仪#法国

生物梅里埃公司$%聚合酶链反应#

4AB

$扩增仪#英

国
=3?10P

公司$%电泳仪#

?%("B$J

公司$%

L$*(*

M0K"!"%"
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方法
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酶菌株确证试验
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酶粗提物制备
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反复冻融法制备酶粗提
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酶菌株数个菌落加入
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琼脂平板常规细菌培养阴性后置

$!"V

冻存备用&

%-!-!-!

!

头孢西丁三维试验
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多重
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检测
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酶基因
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引物设计

参照
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"的方法%由上海生工生物技术

有限公司合成%
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对引物及相应扩增片段长度见表
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反应体系
!)

%

T

%包括
495#%'L$

R

'

%

T

%引

物
%!

%

T

!

%"

>

#(&

)

TO2/

'

A0L

'

P=1

'

1AA

'

O0B

#

1AL"%

$'

<2/

各
!

%

T

"%模板
PG1+

%

T

&

4AB

反

应条件*

'+V

预变性
*#%*

%

'+V

变性
*":

%

(+V

退火

*":

%

&!V

延伸
%#%*

%共
!)

个循环(之后以
'+V

变

性
*":

%

)'V

退火
*":

%

&!V

延伸
%#%*

%持续
%"

个

循环(最后再
&!V

延伸
%"#%*

&采用热裂解法提取
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基因组
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作为
1#

>

A

酶阳性

对照菌株%大肠埃希菌
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为阴性对照

株%蒸馏水代替模板作为空白对照%同时进行多重
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图像处理系统分析&
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药敏试验
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采用纸片扩散法进行药敏试验%

大肠埃希菌
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和肺炎克雷伯菌
1LAA
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作为药敏试验质控菌株&结果判断参照美国

临床实验室标准化研究所#

ATK0

$
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年的标准

进行&
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统计方法
!

采用
K4KK%%-)

软件对数据进

行分析%
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$
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为差异有统计学意义&
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结果

!-%
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A

酶表型检测结果
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株阴沟肠杆菌经

头孢西丁
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法初步筛选出抑菌圈直径
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的菌株
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株&继续对这
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株细菌进行头孢西丁三

维试验%其中
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株受试菌的三维试验为阳性%检出

率
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多重
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结果
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提取
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株
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$&阳性对照菌株在约
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处出现一

明亮条带%经反复试验%结果具有很好的重复性%代

表性菌株
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酶基因扩增条带见图
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药敏试验结果
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产
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酶菌对头孢噻肟'

头孢吡肟'氨曲南及左氟沙星等抗菌药物的耐药率

明显高于非产
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讨论
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A

酶是由染色体或质粒介导产生的一类
#

"

内酰胺酶%属
1#N&59

分子结构分类法中的
A

类和

?"D"O

功能分类法中的第
$

组&按其产生方式可分

为
*

类*诱导高产酶'持续高产酶和持续低产酶&阴

沟肠杆菌是最常见的产诱导型
1#

>

A

酶细菌%是肠

杆菌属中最具代表性的菌株%为条件致病菌(近年来

成为医院感染的主要病原菌之一%引起的感染逐年

增加%并呈现多重耐药性!

(

"

&本研究通过纸片初筛

法'三维确认试验检测临床分离的
'#

株阴沟肠杆菌

耐药表型%检出产
1#

>

A

酶菌株
*(

株#

*(-&*I

$(

低于北京顾怡明等!

&

"的研究结果%高于长沙刘建

明!

#

"的研究结果%分析其原因可能与临床抗菌药物

的使用习惯有关&细菌处于第三代头孢菌素的选择

压力下%易筛选出持续高产
1#

>

A

酶突变株%导致

耐药菌的传播&

分析本医院产
1#

>

A

酶阴沟肠杆菌的基因型%
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发现其
1#
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A

酶基因复杂多样%检测到仅携带

C81

基因的菌株'仅携带
1==

基因的菌株'同时

携带
1==

和
E.F

基因的菌株'同时携带
1==

'

E.F

和
DG9

基因的菌株
+

种型别&其基因型以

1==

型为主%与国内很多学者的研究结果一致&有

学者对解放军第
'#

医院分离的菌株所进行的研究

表明!

'

"

%该院阴沟肠杆菌中质粒
1#

>

A

酶基因阳性

率达
#%-#"I

%且以
1==

基因为主%占
&'-)"I

(本

研究与之相比%阳性率相对低%基因型的构成却更加

复杂%说明
1#

>

A

酶基因的流行有明显的地域特

征&

药敏结果显示%

1#

>

A

酶阳性菌对第三代头孢

菌素头孢噻肟和头孢他啶均已高度耐药&
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A

酶

能够水解灭活第三代头孢菌素和单环
#
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内酰胺类抗

生素%使产
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>

A

酶细菌对第三代头孢菌素耐药%

导致临床治疗无效&第三代头孢菌素是
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>

A

酶

的弱诱导剂%所产生的低水平
1#
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A

酶不足以导致

耐药%如果不正确使用%使细菌处于第三代头孢菌素

的选择压力下%易筛选出持续高产
1#

>

A

酶突变

株%并可导致耐药菌的流行&头孢噻肟的耐药率很

高%可能与临床医生的用药习惯有关&亚胺培南对

产
1#

>

A

酶菌的敏感率为
%""I

%目前国内对亚胺

培南耐药的肠杆菌科细菌非常少见%因此亚胺培南

可用于产
1#

>

A

酶菌株感染的治疗&这是由于亚

胺培南对
#

"

内酰胺酶具有高度稳定性%与所有
M

$

杆菌的青霉素结合蛋白#

4?4:

$具有较强的亲和力%

同时亚胺培南极易进入细菌的微孔蛋白
P!

通道%

从而显示出强大的抗菌活性&因此%在阴沟肠杆菌

中及时检测
1#

>

A

酶%对防止产
1#

>

A

酶菌的广泛

传播和指导临床合理用药具有重大意义&
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