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产吲哚金黄杆菌耐药性和耐药基因研究"

解春宝!

!罗江蓉&
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四川省医学科学院'四川省人民医院检验科!成都
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四川省医学科学院'四川省人民医院

运营部!成都
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川北医学院!四川南充
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摘
!

要"目的
!

本研究拟了解临床分离产吲哚金黄杆菌的耐药特性!检测其耐药基因分析耐药机制!为临

床合理使用抗菌药物提供科学依据%方法
!

收集四川省人民医院
&*!'

年
!*

月至
&*!3

年
&

月临床分离的产吲

哚金黄杆菌菌株!分析其耐药谱%利用聚合酶链反应"

5P%

$技术筛查其耐药基因!扩增阳性产物进行序列测定

然后将其结果与
Y1BN=BM

数据库进行比对分析以确定其基因型%结果
!

共收集到
;

株产吲哚金黄杆菌!

;

株

菌株对青霉素类&头孢菌素类&碳青霉烯类等抗菌药物表现为耐药%耐药基因检测结果*

3

株细菌携带
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O-,?:O[S

&

PO.

耐药基因#未检测到携带
O-,?!

&

O-,?'

&

O-,?)

耐药基因的细菌%结论
!

该院临床分离的产吲

哚金黄杆菌表现为多重耐药!其耐药基因型以
O-,?&

和
PO.

为常见%

关键词"产吲哚金黄杆菌#
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基因型
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产吲哚金黄杆菌为非发酵革兰阴性杆菌#属条件

致病菌#可引起尿路感染*腹腔内感染*肺部感染*菌血

症*脑膜炎等多种疾病)近年来#产吲哚金黄杆菌引起

的院内感染性疾病不断增加#常表现多重耐药#但对该

菌耐药机制的研究较少)本研究拟检测产吲哚金黄杆

菌金属
'

?

内酰胺酶$

4N:

&的耐药基因型#分析其耐药

特性#为临床治疗产吲哚金黄杆菌提供科学依据)

$

!

材料与方法

$($

!

菌株来源
!

收集四川省人民医院
&*!'

年
!*

月

至
&*!3

年
&

月住院患者分离的
;

株产吲哚金黄杆菌

$

+**!

#

+**&

#

+**'

#

+**)

#

+**3

#

+**;

&)所有菌株均用

法国生物梅里埃公司的全自动微生物分析仪
ZO$S[?

&

鉴定到种)

$(/

!

仪器与试剂
!

全自动微生物分析仪
ZO$S[?&

及其配套药敏试验复合板购自法国生物梅里埃公司%

离心机
4AJ2FL7

D

1!"J1BH2AL7

D

1

购自美国贝克曼库尔

特%

-=BF>2F

0

分光光度计购自赛默飞科技有限公司%

5P%

扩增仪*电泳仪*凝胶成像仪购自美国
NAF?%=>

+

*&

+

检验医学与临床
&*!E

年
!

月第
!;

卷第
!

期
!
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!
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基金项目!四川省卫生和计划生育委员会科研课题$

!;5\)+*

&%四川省医学科学院"四川省人民医院青年基金$

&*!3c-*'

&%四川省医学科

学院"四川省人民医院苗圃科研课题$重点项目
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公司%

YF6>ZA1R

$4核酸染料购自北京赛百盛基因技术

有限公司%琼脂糖粉购自上海基因技术有限公司%

&`

$=

T

5P% 4=8H124AV

及
,-. 4=2M12

$

!**C

0

:=>?

>12

&购自北京康为世纪生物科技有限公司%引物由上

海英骏公司合成)

$('

!

抗菌药物及药敏试验
!

氨苄西林*氨曲南*哌拉

西林"他唑巴坦*头孢吡肟*头孢曲松*头孢他啶*头孢

唑林*阿米卡星*庆大霉素*妥布霉素*环丙沙星*左旋

氧氟沙星*亚胺培南*呋喃妥因*复方磺胺甲唑等
!3

种抗菌药物均为
ZO$S[?&PFK

0

=JH

配套药敏试验复

合板#购自法国生物梅里埃公司)

$(1

!

细菌
,-.

提取
!

煮沸法提取所有细菌
,-.

!

将所有试验菌株复苏后接种于血平板#

'3 i

#

;(3e

PW

&

培养
)"I

)挑取菌落悬浊于
&**

#

:

纯水中#

!**i

金属浴
!*KAB

#然后
!****2

"

KAB

离心
3KAB

#

上清液即为细菌
,-.

#使用
-=BF>2F

0

分光光度计检

测所提取细菌
,-.

的浓度及纯度'

!

(

)吸取上清液

!**

#

:

于
S5

管储存于
!

"*i

备用#余下者保存于

&

!

"i

)

$(2

!

耐药基因的检测
!

各耐药基因$

O-,?!

*

O-,?&

*

O-,?'

*

O-,?)

*

PO.

*

O-,?:O[S

&检测均采用
5P%

法#

其基因引物序列参照文献'

&?'

(合成)

5P%

反应的体

系$

&*

#

:

&!

&`$=

T

5P% 4=8H124AV

加
!*

#

:

#耐药

基因的正反向引物各
!

#

:

$

!*

#

KF6

"

:

&#细菌
,-.

模板
&

#

:

#

%-=81?L211R=H12

加
;

#

:

)

5P%

反应的条

件!

E) i

条件下
,-.

预变性
3KAB

#

E) i

条件下

,-.

变性
!KAB

#

$K+&i

退火
!KAB

#

+&i

条件下

延伸
!KAB

#

&3

个循环周期#最后在
+&i

条件下延伸

!*KAB

)

5P%

产物用
!e

琼脂糖凝胶电泳约
)*KAB

#

然后用
NAF?%=>

凝胶成像仪照相)引物信息见表
!

)

表
!

!!

引物序列及目的产物信息

耐药基因 引物序列$

3h

!

'h

&

产物长度

$

C

0

&

退火温度

$

i

&

O-,?:O[S X

!

YPPP.YY$$...Y.$$$$Y$..$ 3"* 3"

%

!

P.$YYPP.PPYPP$$$PP.$$P

O-,?! X

!

.$Y.......YP.$PPY +&* 33

%

!

P$.$$$$$$.$$P.Y..Y$$P

O-,?& X

!

.$Y.......Y$.$$P.YP$$$$Y +'& 3"

%

!

$$.$$PPYYP$$$$$.$$P$$.$P

O-,?' X

!

.$Y.......Y..$$P.Y$$P +&* 3"

%

!

$$.$$$$$$Y$$..Y..Y$$P

O-,?) X

!

.$Y.YY.....$Y$$.YY. +&* 3"

%

!

P$.P$Y$$$$$Y$$Y.$P$..

PO. X

!

YPY.Y..$...P$P.Y.Y$.P.$ E3E 3"

%

!

.YP.$Y..P$$PP.$..Y.Y.$P

$()

!

序列测定
!

耐药基因扩增出阳性后送其产物至

成都擎科梓熙生物技术有限公司进行测序#所有的测

序结果将与
Y1BN=BM

数据库上已知的序列进行比对

分析)

/

!

结
!!

果

/($

!

药敏结果
!

本试验中
;

株产吲哚金黄杆菌均呈

现多重耐药性)

;

株菌株对头孢菌素类及碳青霉烯类

抗菌药物的耐药率达
!**(*e

%对青霉素类与
'

?

内酰

胺类的联合制剂部分敏感%对喹诺酮类抗菌药物耐药

率达
;;(+e

)目前#产吲哚金黄杆菌的体外药敏试验

仅对磺胺类药物敏感)见表
&

)

表
&

!!

;

株产吲哚金黄杆菌对抗菌药物的药敏率#

e

$

抗菌药物 耐药 中介 敏感

氨苄西林
!**(* *(* *(*

氨曲南
!**(* *(* *(*

哌拉西林"他唑巴坦
"'(' !;(+ *(*

头孢吡肟
!**(* *(* *(*

头孢曲松
!**(* *(* *(*

头孢他啶
!**(* *(* *(*

头孢唑林
!**(* *(* *(*

阿米卡星
!**(* *(* *(*

庆大霉素
!**(* *(* *(*

妥布霉素
!**(* *(* *(*

左旋氧氟沙星
;;(+ *(* ''('

环丙沙星
;;(+ *(* ''('

亚胺培南
!**(* *(* *(*

复方磺胺甲唑
*(* *(* !**(*

呋喃妥因
!**(* *(* *(*

/(/

!

,-.

浓度及纯度检测结果
!

提取出
;

株细菌

,-.

的样品浓度较高#

,-.

的样品纯度
W,

&;*BK

"

W,

&"*BK

为
!(+*

!

!("+

提示纯度较高)见表
'

)

表
'

!!

,-.

浓度及纯度结果

项目
+**! +**& +**' +**) +**3 +**;

,-.

浓度$

B

D

"

#

:

&

)*+(&*)!)(3*+E)(3*;&"(;*+)E("*"3'("*

W,

&;*BK

"

W,

&"*BK

!("3 !("* !(+* !(") !("+ !(+;

/('

!

耐药基因检测结果
!

在
;

株多重耐药产吲哚金

黄杆菌中#检测出
3

株细菌$

+**!

*

+**&

*

+**'

*

+**)

*

+**3

&均带有耐药基因
O-,?&

*

O-,?:O[S

*

PO.

)部分

耐药基因
5P%

扩增产物琼脂糖凝胶电泳结果见

图
!

*

&

)

/(1

!

序列分析结果
!

本试验中
5P%

扩增耐药基因

阳性结果的菌株耐药基因序列分析检出率均为

!**(*e

)在
Y1BN=BM

数据库经
N:.#$

程序进行比

对分析#对
O-,?&

*

O-,?:O[S

*

PO.

基因扩增产物比

+

!&

+

检验医学与临床
&*!E

年
!

月第
!;

卷第
!

期
!

:=C41>P6AB

!

,1J1KC12&*!E

!

ZF6(!;

!

-F(!



对分析后证实为
O-,?&

*

O-,?:O[S

*

PO.

)

!!

注!

4

为
,-.

标记物%

+**!

!

+**3

结果为阳性#

+**;

结果为阴性

图
!

!!

O-,?&

琼脂糖凝胶电泳

!!

注!

4

为
,-.

标记物%

+**!

!

+**;

结果为阴性

图
&

!!

O-,?!

琼脂糖凝胶电泳

'

!

讨
!!

论

!!

产吲哚金黄杆菌是属于非发酵革兰阴性杆菌#氧

化酶试验阴性#在生长过程中产生黄色色素#广泛存

在于水*土壤*空气等自然环境#非人体正常菌群)据

文献'

)?3

(报道#该菌在临床分离菌株中所占的比例较

少)但近年来#随着广谱抗菌药物*免疫抑制剂及介

入性操作的广泛使用#该菌的分离率有所增高#并且存

在严重的多药耐药现象'

;?+

(

)该菌一旦引起感染#可导

致感染部位出现严重的炎性反应#如重症肺炎*重症脑

膜炎等#甚至引起全身性菌血症或败血症#临床治疗可

选药物极为有限'

"?!&

(

)目前仅磺胺类药物对该菌感染

者的疗效尚佳#青霉素类与
'

?

内酰胺类联合制剂的大剂

量运用也有一定效果#故以复方磺胺甲唑为代表的磺

胺类药物#可作为治疗该菌感染的首选药)

虽然该菌致病性强治疗难度大#但是据文献报道

对该菌耐药机制的研究较少)本研究中分析产吲哚

金黄杆菌的耐药谱#并检测其耐药基因#为临床治疗

该菌的感染提供充分可靠的科学依据)

;

株菌株对青

霉素类*头孢菌素类*碳青霉烯类等抗菌药物表现为

耐药#总体呈现多重耐药)

O-,

是产吲哚金黄杆菌至

今为止发现的主要
4N:

#可灭活青霉素类*头孢菌素

类*碳青酶烯类抗菌药物#甚至能灭活酶抑制剂#所以

很可能是高产率的
4N:

导致相关菌株表现出多药耐

药性'

!'?!3

(

)

PO.

在相关研究中也有报道#其产物对氨

基和羧基青霉素*窄谱头孢菌素*头孢噻肟*头孢哌

酮*碳青霉烯*氨曲南等抗菌药物具有耐药性)有研

究者对临床分离出的多重耐药产吲哚金黄杆菌进行

基因序列分析#为该菌的耐药机制和临床治疗提供依

据'

!;

(

)本研究
;

株多重耐药产吲哚金黄杆菌检测出

3

株均带有耐药基因
O-,?&

*

O-,?:O[S

*

PO.

#提示本

院产吲哚金黄杆菌耐药基因型以
O-,?&

和
PO.

为常

见)试验菌株
+**;

表现为多药耐药#但未检测到其

耐药基因#因此是否存在其他耐药基因#有待于进一

步的研究)
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血管内皮功能较健康者差#高血压合并高脂血症者较

单纯高血压及单纯高脂血症者血管内皮功能损伤更

加严重)

5@Z

是指脉搏波在动脉两点之间的传播速度#

其受血管壁的厚度*弹性*血液黏滞性的影响#同时与

动脉的僵硬程度密切相关#因此
5@Z

可反映动脉僵

硬程度#被称为评估动脉硬化程度的,金标准-)王邁

等'

!!

(研究认为
5@Z

与冠心病的病变程度相关)胡

琛亮等'

!&

(通过研究发现冠心病"高血压病患者的

5@Z

水平明显高于健康者#冠心病合并高血压患者

的
5@Z

升高更为显著#提示后者的动脉硬化程度更

为严重)且该研究显示糖尿病患者血脂异常与
C=?

5@Z

升高相关#尤其是
$Y

升高与
C=?5@Z

升高独

立相关)本研究结果表明#高血压及高脂血症者

5@Z

水平明显升高#高血压合并高脂血症者
5@Z

较单纯高血压及单纯高脂血症者更加明显#提示高血

压合并高脂血症患者动脉硬化程度更加明显)

综上所述#本研究结果显示#高血压及高脂血症

患者炎性反应及血管内皮功能损伤明显#且动脉僵硬

度增加%高血压合并高脂血症患者的改变更加明显)

因此可以认为高血压合并高脂血症患者发生心脑血

管疾病的风险更大#需引起临床更多关注)
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