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大肠埃希菌是临床分离的革兰阴性杆菌中最常见的菌种"

其作为重要的条件致病菌广泛存在于自然界中$超广谱
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$其可由质粒介导"通过接合转移引起耐药基

因在细菌间的传播"因此"产
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菌易引起医院感染的暴发

流行$氨基糖苷类抗菌药(
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药物耐药主要是通过产氨基糖苷类修饰酶(
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修饰酶基因的检测情况"进而为临床合理选用抗菌药物提供理

论依据$

!

!

材料与方法

!,!

!

菌株
!

'2

株大肠埃希菌临床分离株(不含同一病例相同

部位重复分离株)来自本院
&$$'

年
'

月至
&$$!

年
'

月非肠道

大肠埃希菌感染患者"全部菌株均重新经
]MBI>

系统(

J*1

)K;6*;8N

"法国)鉴定确认$标准菌株为大肠埃希菌
4BAA

&2-&&

(购自国家临床检验中心)$

!,"

!

试剂

!,",!

!

抗菌药药敏纸片
!

链霉素(

H

)#卡那霉素(

>

)#庆大霉

素(

W

)#妥布霉素(

B

)#阿米卡星(

4

)#奈替米星(

G

)#头孢他啶'

克拉维酸(

AF[

&

)#头孢噻肟'克拉维酸(

AF[%

)等(购自杭州天

和微生物试剂有限公司)$

!,","

!

培养基
!

K1̂

琼脂培养基#

CJ

培养基等(购自杭州天

和微生物试剂有限公司)$

!,",#

!

EA3

反应所需试剂
!

细菌基因组
FG4

提取试剂盒#

EA3

引物序列(表
+

)#

EA3

扩增试剂盒#电泳琼脂糖及
K76X;6

!"-+

重庆医学
&$+$

年
!

月第
%-

卷第
+2

期

"

基金项目!四川省重点学科重点建设资助项目(

HcF$&"+

)$

!

*

!

现在自贡市第一人民医院感染科工作$



(均购自上海生工)等$

表
+

!!

#

种
4KI/

基因引物序列

靶基因 引物序列
产物长度

(

R

O

)

77:

(

%

)

1

"

E+

!

2Y4AAB4ABAAA44A4BA4WAA%Y

E&

!

2Y4B4B4W4BABA4AB4AWAWA%Y +#-

77:

(

%

)

1

#

E+

!

2Y4ABWBW4BWWW4B4AWAWBA%Y

E&

!

2YABAAWBA4WAWBBBA4WAB4%Y &%'

77:

(

#Y

)

1

"

E+

!

2YB4BW4BWWAB444BAW4%Y

E&

!

2YAAAWABBBABAWB4WA4%Y %-"

77:

(

#Y

)

1

#

E+

!

2YBBA4BWBAAWAW4WA4AAAA%Y

E&

!

2YW4ABABBAAWAA4BAWABAB%Y +'!

705

(

&j

)

1

"

E+

!

2YW4WAW444BABWAAWABABWW%Y

E&

!

2YABWBB4A44AWW4ABWWAAWA%Y %&$

705

(

%j

)

1

"

E+

!

2YBW4BBBWABWWBB4AWWBW4A%Y

E&

!

2YAWAB4BWBBABABBWABBBBW%Y &!"

!,#

!

IHJC/

表型确证试验
!

参照美国临床实验室标准委员

会(

GAACH

)推荐的纸片确证扩散法标准进行"采用头孢噻肟#

头孢噻肟'克拉维酸#头孢他啶#头孢他啶'克拉维酸纸片检测"

对两组中任何一种药物加与不加克拉维酸的抑菌圈直径差值

大于或等于
299

时"可确证该菌株产
IHJC/

+

&

,

$

!,G

!

药物敏感试验
!

采用
>J

纸片扩散法测定
'2

株大肠埃

希菌对
#

种
4W/

的敏感性"药敏结果均按照
GAACH

(

&$$!

年)

标准判定$

!,H

!

EA3

反应及琼脂糖凝胶电泳
!

根据
77:

(

%

)

1

"

#

77:

(

%

)

1

#

#

77:

(

#Y

)

1

"

#"

77:

(

#Y

)

1

#

#

705

(

&i

)

1

"

#

705

(

%i

)

1

"

的序列设

计
#

对引物"采用细菌基因组
FG4

提取试剂盒提取大肠埃希

菌
FG4

用于
EA3

反应模板$

EA3

反应体系(

&2

'

C

)!

&\B7

U

EA3K7/5;6K*N+&,2

'

C

+包括!

$,+8

'

'

C57

U

E)?

@

9;67/;

#

2$$

9K(GBE;7:<

#

&$9K B6*/1̂ A?

(

O

^!,%

)#

+$$9K >A?

#

%

9K K

Q

A?

&

等,"上#下游引物(

+$

'

K

)各
+

'

C

"

FG4

模板
2

'

C

"

((̂

&

[2,2

'

C

$

EA3

反应条件!

-"_

预变性
%9*0

"

-"_

变性
%$/

"

22_

退火
%$/

"

'&_

延伸
%$/

"共
%$

个循环"然后

'&_

延伸
29*0

$扩增产物进行
&=

琼脂糖凝胶电泳"紫外线

检测仪观察结果"并送上海生工行基因测序$

!,N

!

统计学方法
!

数据采用
IN:;?

表格进行归类分析"率的

比较采用
HEHH+",$

统计软件进行
(

& 检验$以
!

#

$,$2

为差

异有统计学意义$

"

!

结
!!

果

",!

!

产
IHJC/

大肠埃希菌检测结果
!

'2

株大肠埃希菌经表

型确证试验共检出产
IHJC/

菌
%'

株"检出率为
"-,%%=

$

","

!

产
IHJC/

菌对
4W/

药敏情况
!

%'

株产
IHJC/

菌对

4W/

耐 药 情 况!依 次 为 庆 大 霉 素 (

'!,%!=

)#链 霉 素

(

'$,&'=

)#卡那霉素(

#&,+#=

)#妥布霉素(

2$,$2=

)#奈替米

星(

+!,-&=

)#阿米卡星(

+$,!+=

)*与非产
IHJC/

菌株比较"

在
#

种
4W/

中除奈替米星和阿米卡星外差异均有统计学意义

(

!

#

$,$2

)$联合耐药模式中
WB>

较为常见(

+#,&&=

)"其次

为
WH

(

+%,2+=

)"最低为
W>

和
WHB>4

(

&,'$=

)*与非产
IH1

JC/

菌株比较"仅在三药耐药及其以上耐药模式中差异有统计

学意义(

!

#

$,$2

)"见表
&

#

%

$

表
&

!!

产
IHJC/

菌株与非产
IHJC/

菌株对
4W/

!!!

耐药情况比较'

)

$

=

%(

药物名称
IHJC/

(

h

)

IHJC/

(

`

)

(

&

!

链霉素
&#

(

'$,&'

)

+'

(

"",'"

)

",--# $,$&2

卡那霉素
&%

(

#&,+#

)

+"

(

%#,!"

)

",!$! $,$&!

妥布霉素
&$

(

2$,$2

)

++

(

&!,-2

)

",!'% $,$&'

庆大霉素
&-

(

'!,%!

)

&$

(

2&,#%

)

2,"!' $,$+-

奈替米星
'

(

+!,-&

)

%

(

',!-

)

+,+%% $,&!'

阿米卡星
"

(

+$,!+

)

%

(

',!-

)

$,$$+ $,-'$

表
%

!!

产
IHJC/

菌株与非产
IHJC/

菌株对
4W/

!!!

耐药模式比较'

)

$

=

%(

耐药模式
IHJC/

(

h

)

IHJC/

(

`

)

(

&

!

全敏感
%

(

!,++

)

!

(

&+,$2

)

&,2+$ $,++%

单耐药
"

(

+$,!+

)

+$

(

&#,%&

)

&,-#! $,$!2

双耐药
!

(

&+,#&

)

-

(

&%,#!

)

$,$"2 $,!%+

三药耐药及其以上
&&

(

2-,"#

)

++

(

&!,-2

)

',$!% $,$$!

!!

+

#

&

#

%

#

"

#

2

分别表示
77:

(

%

)

1

"

#

77:

(

%

)

1

#

#

77:

(

#Y

)

1

"

#

705

(

&i

)

1

"

#

705

(

%i

)

1

"

基因的扩增条带"分别长
+#-

#

&%'

#

%-"

#

%&$

#

&!"R

O

*

#

!

蒸馏水阴性对照*

K

!

FG4 K7X;6

"范围为
+$$

!

#$$R

O

$

图
+

!!

EA3

电泳图

表
"

!!

产
IHJC/

菌株与非产
IHJC/

菌株修饰酶基因

!!!

阳性率比较'

)

$

=

%(

修饰酶基因
IHJC/

(

h

)

IHJC/

(

`

)

(

&

!

77:

(

%

)

1

"

&

(

2,"+

)

+

(

&,#%

)

$,$$+ $,-!+

77:

(

%

)

1

#

&"

(

#",!#

)

+#

(

"&,++

)

%,-$& $,$"!

77:

(

#Y

)

1

"

+'

(

"2,-2

)

!

(

&+,$2

)

2,&&! $,$&&

77:

(

#Y

)

1

#

$

(

$,$$

)

$

(

$,$$

)

` `

705

(

&i

)

1

"

"

(

+$,!+

)

+

(

&,#%

)

$,-+2 $,%%-

705

(

%i

)

1

"

++

(

&-,'%

)

"

(

+$,2%

)

",%&+ $,$%!

!!

`

!表示未测$

",#

!

产
IHJC/

菌携带
4KI/

基因检出情况
!

%'

株产
IHJC/

大肠埃希菌中各
4KI/

阳性检出率!

77:

(

%

)

1

#

为
#",!#=

#

77:

(

#Y

)

1

"

为
"2,-2=

#

705

(

%i

)

1

"

为
&-,'%=

#

705

(

&i

)

1

"

为
+$,

!+=

#

77:

(

%

)

1

"

为
2,"+=

#

77:

(

#Y

)

1

#

为
$

"见表
"

$与非产
IH1

JC/

菌株比较"除
77:

(

%

)

1

"

和
705

(

&i

)

1

"

外"其余基因阳性检

出率差异有统计学意义(

!

#

$,$2

)$在
%'

株产
IHJC/

菌中有

%2

株(

-",2-=

)携带修饰酶基因"其中
+-

株(

2+,%2=

)同时携

-"-+

重庆医学
&$+$

年
!

月第
%-

卷第
+2

期



带
&

个基因(以
77:

(

%

)

1

#

h77:

(

#Y

)

1

"

为主)*且产
IHJC/

菌株
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大肠埃希菌是临床各种细菌感染的常见病原菌$目前大

肠埃希菌产
IHJC/

引起的耐药问题已变得十分突出"

IHJC/

通常由质粒所介导$本研究结果显示"大肠埃希菌
IHJC/

检

出率为
"-,%%=

"与文献报道基本一致+
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"但比重庆地区资料
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$大肠埃希菌对
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甲基化酶的产生$其中
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$而阿米卡星#

奈替米星耐药无差异"可能是因为其对修饰酶更稳定"不足以

引起明显的差异性$本实验有
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随多重耐药的出现"因此本地区临床医生在经验性选用
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治疗产
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大肠埃希菌引起的感染时要慎重$
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因携带率也明显高于非产
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)$这可能与

产
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细菌携带
IHJC/

基因的质粒同时含有
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个或多个

4KI/

基因有关"带有酶基因的质粒可经接合转移方式在细菌

间扩散和传递耐药基因$国内文献也有提示"多数菌种特别是

肠杆菌科细菌的酶基因位于质粒或转座子上"并常与
IHJC/

相关联导致多重耐药+
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中发现带有
77:

(

#Y

)

1

"

R1:61R?7[e41+

的基因盒+

++

,

$在产与非

产菌株中
77:

(

%

)

1

"

和
705

(

&i

)

1

"

检出率无差异"可能与其本

身检出率低有关$

综上所述"本地区大肠埃希菌产
IHJC/

菌株流行严重"

IHJC/

的产生可使大肠埃希菌对
4W/

的耐药情况加重"提示

IHJC/

和
4W/

引起的耐药可能存在一定的相关性"但其具体

原因很复杂"值得进一步探讨和研究$
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