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佛山市中医院耐碳青霉烯类肠杆菌目细菌的产酶型别及耐药性分析'

吴!英!雷!蕾!刘礼初!张小玲!钟幸容
广东省佛山市中医院检验医学科!广东佛山)',---

!!摘!要!目的!了解佛山市中医院耐碳青霉烯类肠杆菌目细菌$7@!%的产酶类别#对头孢他啶'阿维巴坦
$7d2%等常用抗菌药物的耐药性!以及7d2与美罗培南$Q!Q%#氨曲南$2FQ%的联合作用!为临床合理用药
提供依据&方法!收集佛山市中医院'-'-年:月:日至'-''年;月:日临床分离的7@!+)株!对临床常用
抗菌药物的耐药性进行回顾性分析!用改良碳青霉烯灭活试验$#7ZQ 试验%联合乙二胺四乙酸改良碳青霉烯
灭活试验$H7ZQ试验%与胶体金免疫层析技术'种方法检测碳青霉烯酶!采用纸片扩散法检测7d2同 Q!Q#

2FQ的联合药敏试验&结果!+)株7@!中!#7ZQ试验阳性菌株+;株$+(/+D%!不产酶'株$'/:D%"H7ZQ
试验阳性菌株<+株$):/*D%&+;株产酶7@!菌株中产丝氨酸酶<<株$<(/;D%!产金属'"内酰胺酶<+株
$)'/(D%&胶体金免疫层析法检测*个基因型结果除了:株不是a\7基因型外!其他与 #7ZQ 和H7ZQ 表型
结果一致&<<株产丝氨酸酶菌株的敏感率为+(/(D!<+株产金属'"内酰胺酶菌株的敏感率为-/-D&;)株携
带a\7基因型肺炎克雷伯菌中有;;株7d2和Q!Q#7d2和2FQ有协同作用!';株携带YbQ基因型大肠
埃希菌中有:+株7d2和2FQ有协同作用&结论!佛山市中医院7@!的碳青霉烯酶型以金属'"内酰胺酶为
主!肺炎克雷伯菌以a\7基因型为主!大肠埃希菌以 YbQ 基因型为主!产丝氨酸酶菌株对7d2有较高敏感
性"通过检测7d2和2FQ是否有协同作用可以给临床抗感染治疗提供有力证据&
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!!肠杆菌目细菌是临床上的主要病原菌之一!以大
肠埃希菌和肺炎克雷伯菌最常见"碳青霉烯类药物
是治疗肠杆菌目细菌感染的首选药物"然而近年来!
常有不合理使用碳青霉烯类药物的现象!导致耐碳青
霉烯类肠杆菌目细菌&7@!'迅速流行!而且7@!的
耐药性也在逐年递增"美国疾病预防控制中心
&7b7'关于 7@!的定义):*为满足以下任意一个条

件#&:'对亚胺培南+美罗培南&Q!Q'+厄他培南或多
利培南任何一种碳青霉烯类药物耐药%&''对于天然
对亚胺培南敏感性降低的细菌&如摩根菌属+变形杆
菌属和普罗威登菌属等'!需参考除亚胺培南外的其
他碳青霉烯类抗菌药物的药敏结果%&;'产生碳青霉
烯酶"

针对细菌耐药的显著问题!美国7b7把:,种重
要耐药菌分为;个级别#紧急威胁+严重威胁和值得
关注级别!并在'-:;年首次将7@!列为对全球公众
健康构成紧急威胁的级别)'*"而到了'-:+年!7@!
仍然被列为紧急威胁的行列"一旦发生7@!感染!
病死率高达(-D);*!临床迫切需要新的抗菌药物"头
孢他啶$阿维巴坦&7d2'由第三代头孢菌素头孢他啶
和'"内酰胺酶抑制剂阿维巴坦组成"阿维巴坦的独
特作用机制是通过共价&缓慢可逆'结合和失活'"内
酰胺酶来阻止头孢他啶的水解!具有长效的抑酶作
用"本研究旨在研究本院7@!的碳青霉烯酶类别+
对7d2等抗菌药物的耐药性!7d2与 Q!Q+氨曲南
&2FQ'的联合作用"
$!资料与方法

$/$!菌株来源!收集佛山市中医院'-'-年:月:
日至'-''年;月:日住院患者临床标本分离的7@!
+)株&剔除同一患者同一部位的重复菌株'!其中分泌
物标本<*株!尿液标本')株!痰液标本:)株!肺泡
灌洗液标本<株!腹部引流液+血液+脓液+胆汁+脑脊
液各:株"
$//!仪器与试剂!XZF!a'71#5$0?全自动微生
物分析仪和XZF!a QC质谱仪均购自法国生物梅里
埃公司%药敏卡&2CF"Y;;<卡'为配套试剂%QN 培
养基购于郑州安图绿科生物工程有限公司%血琼脂培
养基+麦康凯琼脂培养基+营养肉汤购于江门凯林贸
易有限公司%药物敏感试验&简称药敏试验'纸片

Q!Q:-&>+7d2)-&>+2FQ;-&>均购自英国
AU1%3公司"碳青霉烯酶检测试剂盒购自北京金山
川科技发展有限公司"鉴定和药敏质控菌株有大肠
埃希菌&2F77')+'''+铜绿假单胞菌&2F77'(,);'+
金黄 色 葡 萄 球 菌 &2F77'+':;'%肺 炎 克 雷 伯 菌
2F77 2̀2":(-)&a\7型碳青霉烯酶阳性株'+肺炎
克雷伯菌2F77 2̀2"':<*&YbQ 型金属'"内酰胺

酶阳性株'均购自中国菌种保藏中心"
$/'!方法
$/'/$!细菌培养及鉴定!临床标本采集和细菌分离
培养严格按照,全国临床检验操作规程-)<*进行"菌
株由法国梅里埃XZF!a QC质谱仪鉴定"
$/'//! 生物药敏试验 ! 采用 2CF"Y;;< 卡在
XZF!a'71#5$0?全自动微生物分析仪上进行药敏
试验!用纸片扩散&a"̀ '法进行补充"结果判断标准
采用'-'-年美国临床实验室标准化协会&7=CZ'
Q:--最新版本))*"7d2药敏试验采用a"̀ 法!判断
标准是抑菌圈直径$':## 为敏感!&'-## 为耐
药"7d2与2FQ+Q!Q 的联合药敏试验参照 a"̀
法联合药敏试验)**!两药敏纸片之间相隔'-#;-
##"结果判断#根据呈现的抑菌图形报告协同或无
关"改良碳青霉烯灭活试验&#7ZQ'和乙二胺四乙酸
&!bF2'改良碳青霉烯灭活试验&H7ZQ'方法及结果
判断均参照'-'-年7=CZQ:--))*标准进行"
$/'/'!胶体金免疫层析法检测碳青霉烯酶耐药基因
型!快 速 检 测 a\7+YbQ+XZQ+ZQ\+AO2"<,+
AO2"';这*种碳青霉烯酶基因型"按照试剂盒操
作#向无菌!\管中滴入:-滴标本处理液!用一次性
接种环蘸取过夜培养的纯菌落!插入滴有标本处理液
的无菌!\管中!充分搅拌使其与溶液混匀!取)-&=
处理后的标本加至胶体金检测盒的加样孔!:-#%6后
读取结果"在检测卡的检测区域中出现'条红色条
带&检测条带和对照条带'!即结果为阳性%仅出现:
个对照条带表明检测结果为阴性%如对照条带未出!
说明该检测无效!需重测"质量控制#试剂盒阳性质
控需检测结果为阳性"
$/1!统计学处理!采用 gI16H?)/*软件进行菌株
数量分布和耐药性统计"采用C\CC'-/-统计软件
进行数据分析!计数资料以例数或百分比表示!组间
比较采用!' 检验!以!#-/-)为差异有统计学意义"
/!结!!果
//$!7@!细菌种类分布!+)株7@!菌株中!排名
前;位的分别是肺炎克雷伯菌&;+株!<:/-D'+大肠
埃希菌&'(株!',/<D'+阴沟肠杆菌复合群&:,株!
:,/+D'"见表:"

表:!!7@!细菌种类及构成比

细菌种类 检出株数&*' 构成比&D'

肺炎克雷伯菌 ;+ <:/-
大肠埃希菌 '( ',/<
阴沟肠杆菌复合群 :, :,/+
奇异变形杆菌 ' '/:
产气克雷伯菌 ' '/:
黏质沙雷菌 ' '/:
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续表:!!7@!细菌种类及构成比

细菌种类 检出株数&*' 构成比&D'
栖冷克吕沃菌 : :/:
雷极普罗威登斯菌 : :/:
弗劳地柠檬酸杆菌 : :/:
产酸克雷伯菌 : :/:
摩根摩根菌 : :/:
合计 +) :--/-

///!7@!主要细菌对常用抗菌药物的耐药率比
较!+)株7@!菌株对头孢曲松+头孢呋辛+阿莫西
林$克拉维酸的耐药率$+-/)D!对阿米卡星的耐药
率&'*/;D!对替加环素的耐药率&:/:D"阴沟肠
杆菌复合群对亚胺培南+Q!Q+复方磺胺甲唑的耐
药率均低于肺炎克雷伯菌+大肠埃希菌!对阿米卡星+
环丙沙星+左氧氟沙星的耐药率低于肺炎克雷伯菌
&!#-/-)'"见表'"

//'!#7ZQ+H7ZQ 检测结果及碳青霉烯酶耐药基因

型结果!+)株7@!中!#7ZQ 试验阳性菌株+;株
&+(/+D'!不产酶'株&'/:D'!而H7ZQ 试验阳性菌
株<+株&):/*D'"检测+;株产酶7@!菌株携带的
碳青霉烯酶耐药基因!<<株丝氨酸酶菌株中检出<;
株携带a\7耐药基因!:株携带非a\7耐药基因%<+
株产金属'"内酰胺酶菌株全部检出携带YbQ耐药基
因%未检出携带XZQ+ZQ\+AO2"<,+AO2"';耐药基
因的菌株"见表;"

//1!7d2的 a"̀ 药敏结果及72d与 Q!Q+2FQ
联合药敏试验结果!<<株产丝氨酸酶菌株对7d2敏
感率为+(/(D!<+株金属'"内酰胺酶菌株对7d2敏
感率为-/-D!'株不产酶菌株对 7d2 敏感率为

:--/-D"对主要7@!菌株7@"a\和7@"!7A进行

72d与 Q!Q+2FQ的联合药敏试验"见表<"

表'!!+)株7@!菌株对常用抗菌药物的耐药率比较&*$D%'

抗菌药物 总耐药&*]+)' 肺炎克雷伯菌&*];+' 大肠埃希菌&*]'(' 阴沟肠杆菌复合群&*]:,'

阿莫西林$克拉维酸 ,*&+-/)' ;,&+(/<' '*&+*/;' :,&:--/-'

头孢哌酮$舒巴坦 *<&*(/<' ;+&:--/-' '*&+*/;' :'&**/*'

哌拉西林$他唑巴坦 *(&(-/)' ;,&+(/<' '(&:--/-' :<&((/,'

头孢呋辛 +-&+</(' ;+&:--/-' '(&:--/-' :*&,,/+'

头孢他啶 *+&('/*' ;,&+(/<' '(&:--/-' :<&((/,'

头孢曲松 ,*&+-/)' ;+&:--/-' '(&:--/-' ^
头孢吡肟 *<&*(/<' ;+&:--/-' ':&((/,' (&;,/+'

头孢西丁 (:&(</(' ;,&+(/<' '*&+*/;' :,&:--/-'

头孢呋辛酯 +-&+</(' ;+&:--/-' '(&:--/-' :*&,,/+'

2FQ *,&(:/*' ;)&,+/(' :;&<,/:' ^
厄他培南 (:&(</(' ;+&:--/-' '(&:--/-' :(&+</<'

亚胺培南 ,'&,*/;' ;*&+'/;'$ '(&:--/-'$ *&;;/;'

Q!Q **&*+/)' ;;&,</*'$ ')&+'/*'$ )&'(/,'

阿米卡星 ')&'*/;' ')&*</:'$ ;&::/:' '&::/:'

环丙沙星 *;&**/;' ;+&:--/-'$ :*&)+/;' <&''/''

左氧氟沙星 <+&):/*' ;*&+'/;'$ :,&**/(' )&'(/('

复方磺胺甲恶唑片 <+&):/*' '+&(</<'$ ''&,:/)'$ <&''/''

替加环素 :&:/:' -&-/-' -&-/-' -&-/-'

!!注#̂ 表示未检测%与阴沟肠杆菌复合群比较!$!#-/-)"

表;!!#7ZQ#H7ZQ的检测结果和碳青霉烯耐药基因分布

细菌名称
#7ZQ&*'

阳性 阴性

H7ZQ&*'

阳性 阴性
胶体金免疫层析法

肺炎克雷伯菌 ;+ - < ;) a\7基因型;)株!YbQ基因型<株

大肠埃希菌 '* : '; ; a\7基因型;株!YbQ基因型';株

阴沟肠杆菌复合群 :( : :) ' 非a\7型丝氨酸酶:株!a\7基因型:株!YbQ基因型:)株

奇异变形杆菌 ' - ' - YbQ基因型'株

产气克雷伯菌 ' - : : a\7基因型:株!YbQ基因型:株

黏质沙雷菌 ' - : : a\7基因型:株!YbQ基因型:株

栖冷克吕沃菌 : - - : a\7基因型:株

雷极普罗威登斯菌 : - : - YbQ基因型:株
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续表;!!#7ZQ#H7ZQ的检测结果和碳青霉烯耐药基因分布

细菌名称
#7ZQ&*'

阳性 阴性

H7ZQ&*'

阳性 阴性
胶体金免疫层析法

弗劳地柠檬酸杆菌 : - : - YbQ基因型:株

产酸克雷伯菌 : - - : a\7基因型:株

摩根摩根菌 : - : - YbQ基因型:株

合计 +; ' <+ << 非a\7型丝氨酸酶:株!a\7丝氨酸酶<;株!YbQ基因型<+株

表<!!72d与 Q!Q#2FQ联合药敏试验结果$*%

抗菌药物
a\7型7@"a\&*];)'

协同 无关

YbQ型7@"a\&*]<'

协同 无关

a\7型7@"!7A&*];'

协同 无关

YbQ型7@"!7A&*]';'

协同 无关

7d2_2FQ ;; ' ' ' : ' :+ <

7d2_Q!Q ;; ' - < : ' - ';

!!注#7@"a\为耐碳青霉烯类肺炎克雷伯菌%7@"!7A为耐碳青霉烯类大肠埃希菌"

'!讨!!论

7@!感染多发生于有严重基础疾病+免疫缺陷和
&或'长期反复使用广谱抗菌药物的患者!预后差!尤
其是7@!血流感染患者)(*"'-':年中国细菌耐药监
测数据显示!全国碳青霉烯类耐药肺炎克雷伯菌的检
出率平均值已高达:-/+D!肺炎克雷伯菌对亚胺培南
和 Q!Q的耐药率已分别上升至'*/<D和',/-D"
随着抗菌药物的发展和使用!肠杆菌目细菌的耐药性
越来越强!而7@!引起的感染性疾病也威胁着公众
的健康"

本研究中!7@!菌株检出排名前;位的是肺炎克
雷伯菌&;+株!<:/:D'+大肠埃希菌&'(株!',/<D'+
阴沟肠杆菌复合群&:,株!:,/+D'"+)株7@!菌株
对头孢曲松+头孢呋辛+阿莫西林$克拉维酸的耐药
率$+-/)D!对阿米卡星的耐药率&'*/;D !对替加
环素的耐药率&:/:D"阴沟肠杆菌复合群对亚胺培
南+Q!Q+复方磺胺甲唑耐药率均低于肺炎克雷伯
菌+大肠埃希菌!对阿米卡星+环丙沙星+左氧氟沙星
的耐药率低于肺炎克雷伯菌&!#-/-)'"由此可见!

7@!对大多数抗菌药物耐药性较高!加大了临床的治
疗难度"

7@!的主要耐药机制是产碳青霉烯酶!因其编码
基因大都位于可转移元件如质粒或转座子上!可在不
同菌种菌属间互相传播"7=CZ推荐 #7ZQ 试验检出
产碳青霉烯酶菌株!H7ZQ 试验在 #7ZQ 结果阳性的
前提下!结果阳性提示产金属'"内酰胺酶!阴性提示
产丝氨酸碳青霉烯酶&不能排除产金属'"内酰胺酶!
存在'种酶并存的可能'"由表;可知!+)株 7@!
中!#7ZQ试验阳性菌株+;株&+(/+D'!不产酶'株
&'/:D'!而H7ZQ试验阳性菌株<+株&):/*D'!因此
产丝氨酸酶<<株&<*/;D'!产金属'"内酰胺酶<+株
&):/*D'"胶体金免疫层析法检测+;株产酶7@!
菌株携带的碳青霉烯酶耐药基因!<<株丝氨酸酶菌株

中检出<;株携带a\7耐药基因!:株携带非a\7耐
药基因&试剂盒丝氨酸酶基因型仅有 a\7'%<+株产
金属'"内酰胺酶菌株全部检出携带YbQ耐药基因%
未检出携带XZQ+ZQ\+AO2"<,+AO2"';耐药基因的
菌株"肺炎克雷伯菌7@!主要携带a\7型!占,+/(D
&;)$;+'!而大肠埃希菌7@!主要携带 YbQ 型!占

,,/)D&';$'*'!阴沟肠杆菌复合群也是携带YbQ型
为主!占,,/'D&:)$:('!构成比与王群等),*报道类似!
与高春海等)+*报道不同!可见不同医院流行的7@!菌
株构成比或占比均有差异"胶体金免疫层析法结果与

#7ZQ+H7ZQ的检测结果几乎一致!且操作简单!容易
判读!可以作为快速检测碳青霉烯酶的一种新方法"

阿维巴坦是三乙烯二胺类酶抑制剂!能够抑制包
括碳青霉烯酶在内的 2类+7类'"内酰胺酶!同时还
对某些b类酶&AO2":-!AO2"<,'具有抑制作用!但
是对 `类金属'"内酰胺酶无效"7Z2 对于包括产

a\7酶在内的多重耐药革兰阴性杆菌均具有良好的
抗菌活性!敏感率超过+-D!是第一个可用于产a\7
酶肠杆菌科细菌感染治疗的新型'"内酰胺抗生素$'"
内酰胺酶抑制剂复方制剂"本研究中!<<株产丝氨酸
酶菌株对7d2敏感率为+(/(D!可见产丝氨酸酶菌
株对7d2有较高敏感性%而<+株产金属'"内酰胺酶
菌株对7d2全部耐药!由此可见!检测碳青霉烯酶型
别显得尤为重要"

因7@!菌对大多数药物多重耐药!临床可使用
的药物有限!此次对主要 7@! 菌 7d2 和 Q!Q+

2FQ进行联合药敏试验!结果发现#;)株携带a\7
基因的肺炎克雷伯菌有;;株7d2和 Q!Q+7d2和

2FQ有协同作用!未发现无关和拮抗作用!说明

a\7基因型的肺炎克雷伯菌7d2联合 Q!Q+2FQ
产生了较好的体外抗菌活性%';株携带YbQ 基因大
肠埃希菌中!有:+株7d2和2FQ有协同作用!说明
对于携带YbQ基因型的大肠埃希菌&下转第;'(页'
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版/北京#人民卫生出版社!'-::#);",*/
)** aE@aAgCa2 g!̀AB27d2!R2YZCd!gCa2 Q!H?

$&/AU%3$?%GH9?4H99%9$9910%$?H3L%?I4H3J0H395H4# #1"
?%&%?8%6614#$&9H#H6)R*/2#RQH69NH$&?I!'-'-!:<
&)'#:))("+,,;/

)(* 丁晨媛!童青青!朱飞燕!等/影响男性精液质量的相关因
素分析)R*/健康研究!'-':!<:&:'#:,"':/

),* 徐杰伟!陈美玲!金亚彬!等/抑制素`等参数鉴别诊断梗
阻性与非梗阻性无精子症的探讨)R*/广东医学!'-:+!<-
&:'#:;-":;*/

)+* 2B̀ 2R!ZQ!@AB!@Cb2!Q7XZ72@7Q!H?$&/Z6"
9J&%63H5H63$6?3%$MH?H9#H&&%?J9#%#5&%0$?%169K14#$&H
4H5413J0?%GHKJ60?%16)R*/NJ#$6@H5!'--(!''&('#:,(:"
:,((/

):-*邓显忠!廖波!龚志勇!等/糖尿病对男性精液质量的影响
)R*/实用医学志!'-:-!'*&'-'#;(;,";(<-/

)::*BZ2=ZAFZCX!\@Ab@AQZbAE 2!V@AEYFd2CQ!

H?$&/b%$MH?H9#H&&%?J9$63KJ60?%16$&95H4#0I$4$0?H4%9"
?%09#$#H?$"$6$&89%91K1M9H4G$?%16$&9?J3%H9)R*/Rb%$MH"
?H971#5&%0$?%169!'-:*!;-&*'#::*("::(*/

):'*=EOC!NE2YBc!dN2YBN!H?$&/!KKH0?1K3%$MH?H9
#H&&%?J916?IH.J$&%?8$6308?1T%6H016?H6?1KIJ#$69H"
#H6)R*/R@H5413Z##J61&!'-:(!:';#:"'

):;*XZBY!@2C=!7AYbA@!==Z@2!Q2E@A Q b!H?
$&/@H5413J0?%GHKJ60?%16%6#$&H5$?%H6?9L%?I?85H:3%$"
MH?H9#H&&%?J9)R*/26341&1>8!'-:)!;&*'#:-,'":-,(/

):<*2@EYC!7N2Zc2QAAY 2!=2\cEY!cAYB Y!H?
$&/7I416%09?4H99$KKH0?9?8419%6H5I195I148&$?H3541?H%6

HU54H99%16$639H04H?%161K#$&H4$?H5%3%38#%9)R*/26"
341&1>%$!'-':!);&;'#H:;+,:/

):)*7AYCF2Yd!7!bZY27!Q2@7AB!H?$&/b%$MH?H9"%6"
3J0H3I85H4>&80H#%$%#5$%49#$&H4H5413J0?%GHKJ60?%16#

$989?H#$?%04HG%HL)R*/NJ# @H5413E53$?H!'-:,!'<
&:'#,*":-)/

):**王箭!吴方贵!邹红艳!等/精子bY2 碎片率+精子形态
率与精子精子顶体酶活性之间的关系及其对妊娠结局影

响的研究)R*/中国妇幼保健!'-:)!;-&'''#;,<)";,<(/
):(*王文国/男性不育患者精液质量与精子精子顶体酶活性

活性的关系研究)R$7b*/临床检验杂志&电子版'!'-:,!(
&''#''+"';-/

):,*沈丽燕!王家雄!宋丹!等/不同顶体精氨酸酰胺酶活性精
子的其他精子参数分析)R*/国际检验医学杂志!'-:,!;+
&<'#<'*"<',/

):+*卢晓芳!梁英杰!廖定准!等/\272\'%型糖尿病诱导的
睾丸损伤保护性作用研究)R*/中国组织化学与细胞化学
杂志!'-'-!'+&)'#<-)"<:-/

)'-*OZ!b!=E7!dNE c!H?$&/26$&89%916?IH$9910%$?%16
MH?LHH695H4# bY2K4$>#H6?$?%16%63HU$63016GH6"
?%16$&9H#H65$4$#H?H49!M&113#%041H&H#H6?9$639H#%"
6$&5&$9#$@AC%6#$&H5$?%H6?9L%?I%6KH4?%&%?8)R*/!U5
FIH4QH3!'-:,!:)&*'#):(;"):(*/

)':*郑九嘉!杨旭!张李雅!等/精子bY2损伤+核蛋白组型转
换与顶体酶活性及精液参数的相关性分析)R*/中华男科
学杂志!'-:'!:,&:-'#+')"+'+/

&收稿日期#'-''"-*"';!!修回日期#'-''"-+"';'
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7d2联合2FQ产生了较好的体外抗菌活性"
综上所述!佛山市中医院7@!以肺炎克雷伯菌

检出率最高!主要以携带a\7基因型为主!其次是大
肠埃希菌!以携带YbQ基因型为主"7@!菌株对常
用的多种抗菌药物呈多重耐药性!能使用的药物十分
有限"在极少抗菌药物能应用时!可以通过检测7d2
和 Q!Q+7d2和2FQ是否协同作用来制订抗感染
策略"面对7@!目前世界性的流行和传播!应根据
当地7@!流行特点!对7@!进行早期基因型别检
测!尽可能控制7@!的感染和流行"同时!下一步准
备深入研究7@!的耐药机制!对于指导临床合理用
药治疗及研发新型抗菌药物具有深远意义"
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