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目的
!

了解医院感染阴沟肠杆菌的耐药性及其耐药基因%为防控感染提供依据'方法
!

对
*"

株临床

分离的阴沟肠杆菌%以纸片扩散法和琼脂稀释法进行药敏试验%聚合酶链反应#

G9>

$及序列分析法分析
%!

种耐药

相关基因'结果
!
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株阴沟肠杆菌仅对亚胺培南和美罗培南高度敏感%敏感率均为
%"".""H

)对头孢吡肟耐药率

较低%为
%'.""H

)对其他
%'

种抗菌药物耐药率较高%为
*!.""H
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'共检出
#

种耐药基因%分别为
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%大多数菌株携带
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型基因)耐药谱

共分为
?

"

I&

型%以
9

和
B

型为主'抗菌药物耐药谱分型和基因分型有一定相关性'结论
!

阴沟肠杆菌呈现多

重和高度耐药性%耐药机制复杂且呈多种耐药机制共同作用'

!关
!

键
!

词"

!

阴沟肠杆菌)医院感染)抗药性%微生物)耐药基因)聚合酶链反应)序列分析)多重耐药

!中图分类号"

!

>)(#.&&

!!

!文献标识码"

!

?

!!

!文章编号"

!

%+(%$&+)#

#

!""&

$

"'$")%#$"*

@*9&'

5

9$+.*

8

;.$)')&,#&

8

$#$)"-41"-,(5#)"-,)'(#)#-'#:")

5

'&,9'#-$%&'"#

3&N-+.<+#

%

J2'()*4#0.

V

+,

%

6'()E<#0.

7

#,

#

B<!-4:5"@!0

8

$!

*

5%05

8

4"#$0

?

;<#0

7

#,

/

%

;<#0

7

#,

/

*!!""%

%

9<4,#

$

!

=6)&.,%&

"

!

>6

?

$%&'($

!

A+%)=:'-%

5

$-:@;(

5

";:'%'-$)/:$)@#(&-%

8

&:@;(

5

";:'%'-$)-

5

:):'+NF,"!:0W#>"!:>$0#>#!

#

FX>$0#>#!

$

%))+'+/+#%$&%)N:/-%+)

#

JI

$%

'+$'-+

8

;+=%@::=%@:)/:N+;-,:-;:$-#:)-+NIJ.@$&:"+)

!

K+;-

6

-;$%)'

+NFX>$0#>#!%'+&$-:@N;+#/&%)%/U:;:

8

:;N+;#:@$)-%#%/;+R%$&'('/:

8

-%R%&%-

6

-:'-R

6

@%'/$

5

$;@%NN('%+)$)@$

5

$;@%&("

-%+)#:-,+@

%

-U:&=:T%)@'+N$)-%#%/;+R%$&";:'%'-$)-

5

:):'U:;:@:-:/-:@R

68

+&

6

#:;$':/,$%);:$/-%+)

#

G9>

$

$)@

BJ?':

Y

(:)/%)

5

.A$)*9&)

!

K+;-

6

'-;$%)'+NFX>$0#>#!U:;:+)&

6

,%

5

,&

6

':)'%-%=:-+%#%

8

:):#$)@#:;+

8

:):#

%

':)"

'%-%=:;$-:U:;:$&&%"".""H

)

-,:;:'%'-$)-;$-:-+/:N:

8

%#:U$'&+U

#

%'.""H

$)

$)@;:'%'-$)-;$-:'-+-,:+-,:;%'

T%)@'+N$)-%#%/;+R%$&$

5

:)-'U:;:,%

5

,

#

*!.""H

"

&!.'"H

$

.!%

5

,-T%)@'+N@;(

5

";:'%'-$)-

5

:):'U:;:@:-:/-:@

%

U,%/,U$'BFC.P

%

;%Q.R#

%

9B*.C.S

%

9B*.C.T

%

'D

8

9

%

##>

#

SU

$

.

!

%

2,"

!

P#,A5+$P

%

5+$P-2,"

&

PU$'-,:

#$%)

8

$--:;)

)

@;(

5

";:'%'-$)-

8

$--:;)U$'@%=%@:@%)-+?

"

I&

%

-,:#$%)

8

$--:;)U:;:9$)@B.!"#%9*)'"#

!

FX>$0#.

>#!',+U'$#(&-%

8

&:$)@,%

5

,@;(

5

";:'%'-$)/:

%

;:'%'-$)-#:/,$)%'#'$;:/+#

8

&%/$-:@$)@=$;%:@.

!

B$

7

C".+)

"

!

F,"!:0W#>"!:>$0#>#!

)

)+'+/+#%$&%)N:/-%+)

)

@;(

5

";:'%'-$)/:

%

#%/;+R%$&

)

@;(

5

";:'%'-$)/:

5

:):'

)

8

+&

6

#:;"

$':/,$%);:$/-%+)

)

':

Y

(:)/:$)$&

6

'%'

)

#(&-%

8

&

6

@;(

5

";:'%'-$)/:

!

9,%)I)N:/-9+)-;+&

%

!""&

%

#

#

'

$(

)%#$)!%

"

!!

阴沟肠杆菌是肠杆菌科细菌中的常见条件致病

菌'近年来%由于第三代和第四代头孢菌素&碳青霉

烯类以及氟喹诺酮类等广谱抗菌药物在临床的广泛

使用%阴沟肠杆菌多重耐药现象日趋严重%已成为医

院感染的重要病原菌%给临床治疗带来了极大的困

难'为了解临床分离的阴沟肠杆菌耐药基因存在状

况%我们采用细菌药敏试验与分子生物学技术进行

基因检测%现报告如下'

/

!

材料与方法

%.%

!

菌株来源及鉴定
!

*"

株试验菌株均分离自

!""(

年
'

月,

!""#

年
%!

月本院住院患者送检的各

种临床标本%其中创伤创面分泌物
%'

份%痰液
%!

-
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份%烧伤创面分泌物
+

份%静脉血
)

份%窦道分泌物&

脓液&溃疡分泌物&脑脊液各
%

份'采用
OIA!S"!

系统鉴定菌种'标准菌株为大肠埃希菌
?A99

!'&!!

和铜绿假单胞菌
?A99!(#')

'标准菌株及

阳性参考菌株由上海交通大学附属医院倪语星教授

和上海第六人民医院蒋燕群教授惠赠'
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药敏试验
!

以纸片扩散#

S"P

$法测定抗菌药物

的敏感性和琼脂稀释法测定其最低抑菌浓度
FI9

'"

和
FI9

&"

'阿莫西林#

?F3

$&阿莫西林+克拉维酸

#

?F9

$&替卡西林+克拉维酸#

AIF

$&哌拉西林+他唑

巴坦#

A0G

$&头孢噻吩#

9!K

$&头孢唑林#

9K0

$&头孢

他啶#

9?0

$&头孢噻肟#

9A3

$&头孢曲松#

9>2

$&头孢

吡肟#

K!G

$&头孢哌酮+舒巴坦#

9K<

$&头孢西丁

#

K23

$&亚胺培南#

IGF

$和美罗培南#

F!F

$&妥布霉

素#

A2P

$&阿米卡星#

?FS

$&左氧氟沙星#

CO3

$&复

方磺胺甲口恶唑#

<3A

$&头孢他啶+克拉维酸#

9B"!

$&

头孢噻肟+克拉维酸#

9B")

$均为英国
24+%@

公司产

品'根据美国临床实验室标准化研究所#

9C<I

$
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年版标准进行抗菌药物敏感性判断'
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耐药基因检测
!

均采用聚合酶链反应#

G9>

$

法'以煮沸法制备
BJ?

扩增模板'共检测
%!

种

耐药基因%分别为
#

种
*

"

内酰胺酶基因(

W$#BFC.P

&

W$#;%Q.R#
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W$#9B*.

C.T
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QFI.P
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酶基因)
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种氨基
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和
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关基因#
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+$中已发布的各型基因序列设

计%由上海生工生物工程技术服务有限公司合成'

耐药基因检测盒及
BJ?

标志物由北京天根生化科

技有限公司提供'纯水为阴性对照'按说明设置各

型扩增参数%于
G!&(""

基因扩增仪扩增'扩增产

物经
!H

琼脂糖凝胶电泳%于紫外凝胶成像仪下观

察并记录结果'
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序列测定及分析
!

部分扩增阳性基因
G9>

产

物经纯化后%采用双脱氧末端终止法在美国
?PI

公

司
)()"

仪上进行序列测定%由上海生工生物工程技

术服务有限公司完成'测序结果在
G1PF!B

的

PC?<A

程序中进行同源性分析'
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结果
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药敏试验结果
!

本组菌株呈严重多重耐药性%

仅对
IGF

和
F!F

高度敏感)对
K!G

的耐药率较

低%为
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'对其他
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种抗菌药物的药

敏结果详见表
%

'

表
%

!

*"

株阴沟肠杆菌对
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种抗菌药物的药敏结果和
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值
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耐药谱分型
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株阴沟肠杆菌耐药谱分型
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基因检测结果
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共检出
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果及其同源菌株见表
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'部分基因
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产物电泳

见图
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序列分析结果
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组取
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号菌株测序%均为
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号菌株测序%均为

5+$P

'部分测序结果见图
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!

讨论

阴沟肠杆菌是医院感染的一种重要条件致病

菌%近年来其多重耐药十分严重%对常用抗菌药物的

耐药率逐年上升!

%

"

'在本药敏试验中%除
F!F

&

IGF

&

K!G

外%对其他
%'

种抗菌药物的耐药性均较

高'本组试验菌株对
K!G

耐药率为
%'.""H

%相对

第三代头孢菌素较低%临床对于产
?#

8

9

酶阴沟肠

杆菌%可以选用
K!G

'目前碳青霉烯类抗生素如

IGF

对本院临床分离的阴沟肠杆菌仍具有高度抗

菌活性%未发现耐药株%在治疗广泛耐药的重症感染

患者时%仍可作为首选药物'但应慎重使用%以免诱

导或筛选出耐药菌株%造成播散'

阴沟肠杆菌对
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内酰胺类抗生素的主要耐药机

制是产生
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内酰胺酶基因扩增阳性%

分别为
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酶基因'本组菌株
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在本院并不少见)
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的检出率为
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株菌同时携带
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基因'

当菌株中
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同时存在或
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与
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酶同时表达时%其耐药表型更趋复

杂%临床治疗也变得更加困难'因此%应引起临床的

高度重视'检测结果表明%产生
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与
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内酰胺酶是阴沟肠杆菌对第三代头孢菌素耐药

的重要原因'未检出
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见各地阴沟肠杆菌中流行的
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内酰胺类抗生素耐药

相关基因类型不尽相同'

产生
'CF5

为细菌对氨基糖苷类抗菌药物耐

药的主要机制'本组试验菌株中有
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基因%说明本地区
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为主'与黄支密的报道!
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"存在一定差

异%主要为地区差异所致'整合子可以通过存在于

质粒&转座子等可移动基因元件而在同种菌属和不

同种菌属间进行基因的水平转移%从而使细菌的耐

药性得以传播'本组
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株阴沟肠杆菌中有
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基因阳性%低于文献报道的
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'这说明整合子在阴沟肠杆菌中普遍存

在%它的存在无疑是阴沟肠杆菌可以不断摄取新基

因并进行水平播散的重要基础条件'整合子机制参

与了多重耐药的水平传播%因其高效性%应引起足够

的重视%以采取积极有效的措施%进而控制耐药基因

的水平转移!
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'近年来%对细菌可移动性遗传元件

的研究发现%

&

类整合子的耐药基因盒中常携带二

氢叶酸合成酶的编码基因
5+$P

%其阳性提示细菌对

磺胺类药物耐受'
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株阴沟肠杆菌
5+$P

基因的阳

性率已达
&".""H

'磺胺耐药基因的高检出率%提

示人们在日常生活中过度使用消毒剂%可能加速了

细菌获得耐消毒剂基因的进程%引起医院感染暴发'

基因同源菌株的存在%说明有感染小流行'

研究显示%抗菌药物的耐药谱分型和基因分型

相关性较差%与阴沟肠杆菌耐药机制复杂且多种耐

药机制共同作用%致耐药谱广&耐药特征复杂有关'

我们应该采取措施减少医源性感染%及时为临床提

供细菌培养和药敏试验结果%对医院感染进行监测%

这对于降低医院感染的发生至关重要'

$致谢%感谢中南大学湘雅医院黄勋副主任医师在本文

撰写过程中给予的指导& 同时感谢中南大学湘雅三医院药

学实验室全体老师给予的帮助'
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