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危重患者常见感染细菌耐药性和耐药基因的检测及分析

刘明霞"青岛大学医学院微生物教研室'工作单位(山东省青岛市胸科医院
!

%88-9&

#

!!

"关键词#

!

大肠埃希菌&

!

肺炎克雷伯菌&

!

喹诺酮类耐药基因&

!

超广谱
*

$

内酰胺酶

!"#

!

$%&'()(

"

*

&+,,-&$)./0(122&/%$$&$2&%)T

文献标志码$

0

文章编号$

+87%$19,,

"

%-++

#

+,$+1-2$-%

!!

本文对重症监护病房$

<=A?=@<>?)(D?H=<A

#

Q4e

%和临床各

科危重症患者大肠埃希菌)肺炎克雷伯菌分离菌株的耐药情

况#耐药菌株喹诺酮类耐药基因携带状况#及是否为产超广谱

*

内酰胺酶$

*W0V@

%菌株进行检测分析#为指导临床合理应用

抗菌药物)有效预防和控制耐药细菌感染提供科学依据*

$
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资料与方法

$5$

!

标本来源
!

%--1

年
1

月至
%-+-

年
,

月自莒县中医院)莒

县人民医院和青岛大学医学院附属医院检验科细菌室收集临

床分离菌株#上述标本取自两地重症监护室和临床各科危重症

患者的多种标本#如血)尿)分泌物)咽拭子)脓液)胸腔积液)腹

水)胆汁)脑脊液)引流液等*
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!

仪器与方法
!

采用
0N3C;?=<R+--

全自动微生物分析仪

对临床分离的细菌菌株进行鉴定#
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O

$0(H?D

纸片扩散法进

行药物敏感试验(药敏推测法鉴定产
*W0V@

菌株(聚合酶链反

应$

34/

%技术检测耐喹诺酮类药物菌株
>

1/A

和
-I

/(

喹诺酮

类耐药相关基因(对药敏结果和基因检测结果进行综合分析*

34/

扩增!靶基因
34/

扩增体系为
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#包括
+-_0HEE?D
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聚合酶
+5-e

#

FU:3@-5%GG;I

"

V

#

NU#

模板
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专用水加至
%,

#

V

*
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扩增热循环参数为!

-I

/(19X

预变性
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(然后
19X,-@

#

,8X9-@

#

7%X9,@

#共
&-

个

循环(最后
7%X

延伸
7G<=

#冷却至
9X

*

K

(D419X

预变性
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(然后
19X

变性
9,@

#

,8X

复性
9-@

#

7%X

延伸
9-@

#共

&-

个循环(最后
7%X

延伸
7G<=

#冷却至
9X
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引物序列

见表
+

*取
8

#

V

扩增产物与
+

#

V8_

上样缓冲液混匀#于

%-

B

"

V

或
+%

B

"

V

琼脂糖凝胶电泳#
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产物长度大于
,--J

K

用
+%

B

"

V

琼脂糖凝胶#小于
,--J

K

用
%-

B

"

V

琼脂糖凝胶电

泳#

+--S

电压电泳
9-G<=

#

*0

染液浸泡
&-G<=

#凝胶成像仪

观察分析结果*

表
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喹诺酮类抗菌药物耐药基因
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引物

基因名称 引物序列$
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菌株鉴定结果及耐药率分析
!

$
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%鉴定出大肠埃希菌
22

株#肺炎克雷伯菌
,7

株(其中喹诺酮类药物耐药菌株分别为

7-

株)

&%

株(耐药菌株中有
,7

例为产
*W0V@

大肠埃希菌#

+2

株为产
*W0V@

肺炎克雷伯菌*$

%

%

%

种细菌均有明显的耐药现

象#对于喹诺酮类药物的耐药情况#以大肠埃希菌最严重#其次

为肺炎克雷伯菌#见表
%

*$

&

%将产
*W0V@

临床分离菌株与

*W0V@

阴性菌株耐药特点进行比较#发现产
*W0V@

大肠埃希

菌和产
*W0V@

肺炎克雷伯菌对抗生素的耐药性普遍高于不产

*W0V@

大肠埃希菌和不产
*W0V@

肺炎克雷伯菌#见表
%

*
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!

菌株耐药基因分析
!

产
*W0V@

大肠埃希菌)肺炎克雷伯

菌临床分离菌株与不产生
*W0V@

大肠埃希菌)肺炎克雷伯菌

临床分离菌株比较#耐药基因
K

(D4

和
BO

D#

的检出率均无显著

性差异#见表
&

*
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产
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菌株与不产
*W0V@

菌株对
+7

种抗菌药物耐药率

抗菌药物
产

*W0V@

大肠埃希

菌株$

,7

株%

不产
*W0V@

大肠埃希

菌株$

&+

株%

产
*W0V@

株肺炎

克雷伯菌$

+2

株%

不产
*W0V@

株肺炎

克雷伯菌$

&1

株%

阿米卡星
+15&6

$

++

%

15826

$

&

%

2&5&6

$

+,

%

7576

$

&

%

头孢吡肟
+--5-6

$

,7

%

,9526

$

+7

%

+--5-6

$

+2

%

%-5,6

$

2

%

头孢噻肟
+--5-6

$

,7

%

,+586

$

+8

%

+--5-6

$

+2

%

+,596

$

8

%

头孢他啶
+--5-6

$

,7

%

%%586

$

7

%

+--5-6

$

+2

%

+-5&6

$

9

%

头孢唑林
+--5-6

$

,7

%

9+516

$

+&

%

+--5-6

$

+2

%

+-5&6

$

9

%

氨曲南
+--5-6

$

,7

%

&,5,6

$

++

%

+--5-6

$

+2

%

%,586

$

+-

%

环丙沙星
2-576

$

98

%

795%6

$

%&

%

,,586

$

+-

%

,5+6

$

%

%

左氧氟沙星
285-6

$

91

%

85,6

$

%

%

,,586

$

+-

%

+-5&6

$

9

%

庆大霉素
775%6

$

99

%

+85+6

$

,

%

19596

$

+7

%

7576

$

&
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续表
%
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产
*W0V@

菌株与不产
*W0V@

菌株对
+7

种抗菌药耐药率

抗菌药物
产

*W0V@

大肠埃希

菌株$

,7

株%

不产
*W0V@

大肠埃希

菌株$

&+

株%

产
*W0V@

株肺炎

克雷伯菌$

+2

株%

不产
*W0V@

株肺炎

克雷伯菌$

&1

株%

亚胺培南
+57,6

$

+

%

-5-6

$

-

%

-5-6

$

-

%

-5-6

$

-

%

哌拉西林
+--5-6

$

,7

%

,9526

$

+7

%

19596

$

+7

%

,8596

$

%%

%

哌拉西林"他唑巴坦
,5&6

$

&

%

&5%6

$

+

%

7%5%6

$

+&

%

&&5&6

$

+&

%

复方新诺明
295%6

$

92

%

795%6

$

%&

%

22516

$

+8

%

+7516

$

7

%

氯霉素
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$

&+

%

&%5&6

$

+-

%

88576

$

+%

%

&,516

$

+9

%

氨苄西林
+--5-6

$

,7

%

275+6

$

%7

%

+--5-6

$

+2

%

19516

$

&7

%

氨苄西林"舒巴坦
2%5,6

$
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%
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$
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%
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$
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阿莫西林"克拉维酸
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$
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%
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临床分离菌株和非产
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临床分离菌株耐药基因检出率比较
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产
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株
N

肺炎克雷伯菌
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大肠埃希菌)肺炎克雷伯菌及鲍曼不动杆菌都是临床上常

见的病原菌#均为革兰阴性菌*近年来由于抗生素的不合理应

用#导致这些临床常见菌耐药情况严重*产生
*W0V@

是导致

肠杆菌科细菌对第三代头孢菌素耐药的最常见机制*

*W0V@

尤其在肺炎克雷伯菌和大肠埃希菌最为多见#

*W0V@

由质粒

介导#易在同种属甚至不同种属细菌间传递#造成对多种抗菌

药物的耐药+

+

,

*喹诺酮类药物的抗菌机制主要是抑制细菌体

内的
NU#

回旋酶$又称拓扑异构酶
"

%的活性#导致细菌死

亡+

%

,

*

NU#

回旋酶和拓扑异构酶
+

是细菌体内最基本的酶#在

所有细菌中都呈高度表达状态#编码靶酶的基因分别为
-I

/(

"

-I

/V

"

>

1/A

"

>

1/D

#这些基因的点突变有可能引起耐药+

&

,

*在

-I

/(

和
>

1/A

基因内有一个称之为热点的氟喹诺酮耐药决定

区$

f/N/

%

+

9

,

*细菌对喹诺酮类药物产生耐药的机制可有多

种#其中主要的有如下
&

种!$

+

%编码
NU#

旋转酶$由
-I

/(

和

-I

/V

基因编码%和拓扑异构酶
!

$由
>

1/A

和
>

1/D

基因编码%

的基因发生突变*$

%

%膜的通透性降低*$

&

%主动外排系统功

能增强+

,

,

*

分析以上结果#作者认为!$

+

%重症监护病房和临床各科危

重症患者
%

种细菌分离菌株耐药现象严重#且表现为多药耐

药(与不产
*W0V@

菌株比较#产
*W0V@

菌株耐药现象尤为严

重*$

%

%分离菌株均检出喹诺酮类耐药基因
>

1/A

和
-I

/(

#但

其药物敏感率和耐药基因携带率有一定差异#提示携带喹诺酮

类耐药基因是其对喹诺酮类药物产生耐药的原因#此外可能尚

有其他喹诺酮类耐药机制存在*$

&

%大肠埃希菌和肺炎克雷伯

临床分离株中喹诺酮类耐药基因的存在与
*W0V@

的产生无明

显相关性*
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"关键词#
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贫血是由多种原因引起外周血单位容积内血红蛋白$

Ĵ

%

浓度)红细胞计数$

/04

%及血细胞比容$

)̂A

%低于本地区相同

年龄和性别人群的参考值下限的一种症状*

$

!

贫血的临床表现)

$

*

$5$

!

一般表现
!

主要有疲乏无力#皮肤)黏膜和甲床苍白等*
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!

心血管及呼吸系统
!

心悸)气短#心律加快及呼吸加深#
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