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!!!摘要"!目的!探讨自动化微生物药敏系统与 [@$纸片扩散法对阿米卡星">C[#药敏结果的差异$ 方法!收集临床

[@$纸片扩散法对>C[敏感*完全耐药及双圈耐药的肠杆菌科细菌分别为 P 株*P 株和 "A 株&其中大肠埃希菌 "# 株%肺炎克

雷伯菌 B 株%产气肠杆菌 " 株&分别采用a&0)U@# D,3?%'0*E/,)*&-和C&'8,='%*药敏系统对以上菌株进行>C[的复核%并采用

琼脂稀释法测定最低抑菌药物浓度"C<D#值$ 采用EDI方法检测氨基糖苷类修饰酶基因*整合子及 "M= 8IG>甲基化酶相关

基因$ 结果!三种自动化药敏系统对于敏感及完全耐药菌株的药物敏感性结果与 [@$纸片扩散法相符&对于在 [@$纸片扩

散法中呈双圈耐药 "A 株菌%E/,)*&-和C&'8,='%*药敏系统结果均为耐药" oA# 3:45#&而a&0)U # D,3?%'0药敏卡出现不同结

果%其中 P 株菌株为敏感"

"

"M 3:45#%P 株为中介"A# 3:45#%1 株为耐药"

#

MP 3:45#&琼脂稀释法结果显示双圈耐药表型菌

株的C<D均o1"# 3:45$ 所测菌株携带不同的氨基糖苷类修饰酶基因及整合子基因盒%主要为 %%C"M-#0

0

和 %%D*10D<9*"J&

双圈耐药表型菌株均扩增出 %9;*基因%而敏感菌株和完全耐药菌株均未扩增出该基因$ 结论!在[@$纸片扩散法中出现对

>C[呈双圈耐药结果时%自动化鉴定药敏系统中的a&0)U系统可能会产生偏差%造成这种差异的出现可能与菌株产 %9;*基因

相关$
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!!氨基糖苷类抗生素作为一类高效*广谱的抗生

素%由于该类抗菌药物的过度使用%使得临床分离株

的耐药率呈逐年上升趋势'"(

$ 细菌对该类药物耐

药主要通过产氨基糖苷类修饰酶*"M= 8IG>甲基化

酶以及整合子携带相关基因等途径'#@P(

$ 氨基糖苷
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类药物中抗菌谱较宽的阿米卡星">C[#在临床上

应用较为广泛$ 然而在 [@$纸片扩散法药敏检测

试验中%革兰阴性杆菌对 >C[耐药表型可表现为

单纯的耐药表型和诱导耐药表型'1(

$ 对于导致

>C[双圈"+,F9()X,*)%Zi#耐药的鲍曼不动杆菌相

关耐药机制研究已有报道'1@J(

%也进行了一些探

讨'B@K(

$ 目前一些自动化的微生物鉴定及药敏系统

已得到了广泛应用%应用较为广泛的自动化鉴定及

药敏系统主要有 a&0)U*E/,)*&-和 C&'8,='%* 三种$

为评估以上药敏系统对在 [@$纸片扩散法中对

>C[呈双圈耐药的肠杆菌科细菌药敏试验情况及

相关耐药机制%我们进行了以下试验$

?@材料与方法

?L?@菌株来源@#2"" 年 "" 月@#2"A 年 2K 月间从

南京鼓楼医院分离的[@$纸片扩散法对 >C[呈双

圈耐药的大肠埃希菌 B 株 "编号 ;',A1*;',B1*

;',""2*;',"##*;',"#M*;',"JP*;',#A1*;',#K2#*

肺炎克雷伯菌 P 株"编号 [?*KP*[?*""2*[?*""A*

[?*#2"#和产气肠杆菌 " 株";""##%分别分离自尿

液 M 例%分泌物 P 例*胆汁 # 例和引流液 " 例$ 同期

分离的>C[完全耐药和敏感的大肠埃希菌和肺炎

克雷伯菌各两株作为对照菌株$ 菌株经 a&0)U #

D,3?%'0鉴定卡 "法国梅里埃公司产品# 鉴定$

>QDD L=CA79,CA,% C/>,#1K##* >QDD I=72D/;/&%=

%792',&/=% #JB1A 作为质控菌株%

?LA@仪器及试剂@Q%l ZG>聚合酶*"2 c9FTT)8"含

C:

# p

#*+GQE7"Q%[%I%公司#&ZG>3%8U)8"美国

\)83)*07公司#&>C[药敏纸片"英国 H-,&+ 公司#*

>C[粉剂 "中国药品生物制品检定所#&a&0)U #

D,3?%'0及配套 >=Q@]G"A 药敏卡"法国生物梅里

埃公司#&E/,)*&-

QC

@"22 及配套 GC<D4<ZP 药敏卡

"美国$Z公司#&C&'8,='%* >=@P 及配套药敏 GD12

卡"西门子公司#&蛋白酶["德国C)8'U公司#&EDI

扩增仪"美国 E;公司#&生物电泳图像分析系统及

=3%80a&)R分析软件"上海复日公司#$

?LB@药敏试验@自动化药敏系统试验)分别按

a&0)U # D,3?%'0*E/,)*&-和C&'8,='%*仪器操作要求

及配套的药敏卡检测最低抑菌浓度"C<D#&[@$纸

片扩散法及琼脂稀释法操作参照美国临床和实验室

标准化协会"D5=<##2"A 年标准$ C<D结果判断依

据D5=<规定的肠杆菌科细菌 >C[药敏折点)C<D

#

MP 3:45为耐药"I#*A# 3:45为中介"<#*

"

"M

3:45为敏感"=#$

?LC@细菌 ZG>提取@挑取纯培养菌落置于 2L1

35离心管内"内预置 #22 *:435蛋白酶[溶液 #22

!

5#%1M b水浴 # /%改 K1 b水浴 "2 3&*%"A 222 :

离心 A2 7$ 上清液即为基因检测的模板液%置 m#2

b冰箱备用$

?LD@耐药相关基因 EDI扩增@参照文献'#@P(分别

合成氨基糖苷类修饰酶基因*

0

W

&

类整合酶基因

及整合子可变区以及 "M= 8IG>甲基化酶基因扩增

引物%序列见表 "%由上海英骏公司合成$ 总反应体

系为 12

!

5%其中 "2 c9FTT)8"含C:

# p

#1

!

5%+GQE7

"#L1 33,(45#各 P

!

5%ZG>模板 #

!

5%上*下游引

物""2

!

3,(45#各 #

!

5%Q%l ZG>酶 2LA

!

5%++_

#

H

APLJ

!

5$ EDI反应条件)预变性 KP b 1 3&*&KP b

A2 7%11 b 12 7%J# b 12 7%共 A2 个循环&最后延伸

J# b J3&*$ EDI产物经 "1 :45的琼脂糖凝胶电泳

观察$ 将EDI扩增阳性产物送上海美吉公司测序%

结果在])*9%*U上比对$

表 "!靶基因EDI引物序列及产物大小

基因名称 引物序列"1rmAr# 产物长度"9?#

%%C"A#@

0

E" >DDQ>DQDDD>>D>QD>]DD&E# >Q>Q>]>QDQD>DQ>D]D]D "MK

%%C"A#@

%

E" >DQ]Q]>Q]]]>Q>D]D]QD&E# DQDD]QD>]D]QQQD>]DQ> #AJ

%%C"Mr#@

0

E" Q>Q]>]Q]]DQ>>>QD]>&E# DDD]DQQQDQD]Q>]D> AKP

%%C"Mr#@

%

E" QQD>Q]QDD]D]>]D>DDDD&E# ]>DQDQQDD]DD>QD]DQDQ "JB

%&:"As#@

0

E" Q]>QQQ]DQ]]QQ>D]]Q]>D&E# D]DQ>Q]QQDQDQQ]DQQQQ] #BP

%&:"#s#@

0

E" ]>]D]>>>QDQ]DD]DQDQ]]&E# DQ]QQ>D>>D]]>DQ]]DD]D A#2

,&:>

0

E" D>]Q]]>D>Q>>]DDQ]QQD&E# DDD]>]]D>Q>]>DQ]Q> "M2

,&:>

%

E" QQ]D]>]Q>QDD>Q>>DDQ]&E# QQ>DDQ]D>DQ]]>QQ>>]D ##B

,&:>

&

E" ]DDQ]]QQDQ]]]Q]QQQDD&E# ]D]Q]Q>]>QD>QD]QD]Q]DQ #1B

可变区 E" ]]D>QDD>>]D>]D>>]&E# >>]D>]>DQQ]>DDQ]> m

%9;* E" >Q]]>Q>>]>>Q]>Q]QQ]QQ>>]&E# QQ>QQQDQ]>>>QDD>DQ>]Q>>QQ> JJP

9;:S E" >Q]>>D>QD>>D]>Q]DDDQD&E# DDQQDQ]>QQ]]DQQ>QDD> JMK
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A@结@果

AL?@药敏结果@"A 株双圈表型肠杆菌科细菌对常

规药物呈现出多重耐药性%仅对亚胺培南*厄他培

南*哌拉西林4他唑巴坦*头孢替坦较为敏感%敏感率

在 J1V以上%对其他检测药物的耐药率均在 12V以

上$ 药敏结果见表 #$ [@$纸片扩散法药敏试验显

示所测 "A 株菌株对 >C[均呈现双圈耐药表型&琼

脂稀释法结果显示%"A 株双圈表型菌株与 P 株完全

耐药对照菌株对 >C[均耐药%C<D值均 o1"#

3:45%P 株敏感菌株对 >C[均敏感%C<D值均
"

#

3:45$ 见表 A$

三种自动化药敏系统对于敏感及完全耐药菌株

的药物敏感性结果与 [@$纸片扩散法相符$ 而对

于双圈表型菌株%E/,)*&-和 C&'8,='%* 药敏系统结

果均为耐药&而 a&0)U # D,3?%'0药敏卡出现不同结

果%其中 P 株菌株为敏感%P 株为中介%1 株为耐药$

见表 A$

ALA@EDI检测结果@"A 株双圈菌株和 B 株对照菌

株中 "J 株菌株检出不同的氨基糖苷类修饰酶基因%

其中单独携带 %%C"M-#@

0

基因 "2 株&;',"#M*[?*KP

和 ;',"""A 同 时 检 出 %%C" M -#0

0

和 %&:" #s#@

<基因&;',"JP和[?*#2"同时检出%%C" A #@

%

和

表 #!"A 株对>C[双圈耐药的肠杆菌科细菌

对 "J 种抗菌药物的耐药性 (株)

抗菌药物 敏感 中介 耐药

氨苄西林 2 2 "A

氨苄西林4舒巴坦 2 " "#

头孢唑林 2 2 "A

头孢替坦 "" 2 #

头孢曲松 2 2 "A

头孢他啶 " 2 "#

头孢吡肟 # " "2

亚胺培南 "A 2 2

厄他培南 "A 2 2

哌拉西林4他唑巴坦 "2 # "

庆大霉素 2 2 "A

妥布霉素 2 2 "A

环丙沙星 2 2 "A

左氧氟沙星 2 2 "A

氨曲南 2 2 "A

复方新诺明 " 2 "#

呋喃妥英 M 2 J

表 A!双圈耐药和对照菌株药敏结果及相关基因检测结果

菌株编号

药敏结果

[@$法
C<D"3:45#

琼脂稀释法 a&0)U C&'8,='%* E/,)*&-

整合子基因盒
氨基糖苷类

修饰酶基因%

%9;*

;',A1 Zi o1"# "M oA# oA# %%D*10D<9*"J m p

;',B1 Zi o1"# A# oA# oA# %%D*10D<9*"J %%C"Mr#@

0

p

;',""2 Zi o1"# A# oA# oA# %%D*10D<9*"J m p

;',"## Zi o1"# A# oA# oA# %%D*#0D<9*"# %%C"Mr#@

0

p

;',"#M Zi o1"# A# oA# oA# %%D*10D<9*"J %%C"Mr#0

0

T%&:"#s#@

0

p

;',"JP Zi o1"#

#

MP oA# oA# D<9*"#0/9<U0%%D*# %%C"A#0

%

T%%C"Mr#@

0

p

;',#A1 Zi o1"#

#

MP oA# oA# DA<9"#0/9<U0%%D*# %%C"Mr#@

0

p

;',#K2 Zi o1"# "M oA# oA# m %%C"Mr#@

0

p

[?*KP Zi o1"#

#

MP oA# oA# m %%C"Mr#0

0

T%&:"#s#@

0

p

[?*""2 Zi o1"# "M oA# oA# %%D*#0D<9*"# %&:"As#@

0

p

[?*""A Zi o1"# P oA# oA# %%D*10D<9*"J m p

[?*#2" Zi o1"#

#

MP oA# oA# m %%C"A#0

%

T%%C"Mr#@

0

p

;""# Zi o1"#

#

MP oA# oA# D<9*"#0/9<U0%%D*# %%C"A#@

%

p

;',"""A DI o1"#

#

MP oA# oA# %%D*#0D<9*"# %%C"Mr#0

0

T%&:"#V#@

0

m

;',"""M DI o1"#
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%%C"M-#@

0

&[?*""2 检出 %&:"As#@

0

基因&;""# 检

出 %%C"A#@

%

基因&其余 P 株菌株均未检出以上 M 种

氨基糖苷类修饰酶基因$

"A 株双圈菌株和 B 株对照菌株中 "B 株扩增出

0

类整合酶基因%其中 "1 株携带可变区基因盒$ 携

带基因盒为 %%D*10D<9%"J""LM U9#菌株 B 株%携带

基因盒为 %%D*#0D<9*"# ""LB U9#A 株%携带基因盒

D<9*"#0/9<U0%%D*#"#L2 U9## 株%未检出
%

类*

&

类

整合酶基因$ "A 株双圈耐药表型菌株均扩增出 %90

;*甲基化酶基因%测序结果未发现基因突变%未检

出9;:S基因&而 B 株对照菌株均未扩增出 %9;**

9;:S基因$ 结果见表 A$

B@讨@论

双圈耐药表型菌株和完全耐药*敏感对照菌株

大多检出 " 种以上氨基糖苷类修饰酶基因%其中

%%C"M-#0

0

和 %%C"A#@

%

基因的检出率较高%这与

国内的调查大体一致'"2(

$ %%C"M-#@

0

基因是肠杆

菌科细菌对氨基糖苷类药物耐药的重要修饰酶基

因%可修饰妥布霉素*奈替米星*卡那霉素和阿米卡

星$ %%C"A#@

%

可使细菌对妥布霉素*奈替米星及庆

大霉素耐药$ 本实验中 P 株 >C[敏感细菌均检出

%%C"M-#@

0

基因%但菌株却对 >C[敏感%这可能与

菌株耐药基因表达量少致体外表型试验尚不能检测

出有关'""(

$ 研究显示%由于氨基糖苷类修饰酶基因

的多样性%虽然耐药菌株携带不同的氨基糖苷类修

饰酶基因%但却与耐药表型不具一致性%这可能与氨

基糖苷类药物耐药的其他相关机制有关'"#(

$

整合子是一系列遗传元件构成的能够识别和捕

获移动性基因盒的位点特异性重组系统%是细菌尤

其是革兰阴性菌多重耐药迅速传播的重要原因'"A(

$

"A 株双圈耐药菌株和 B 株对照菌株中 "B 株扩增出

0

类整合酶基因%其中 "1 株携带基因盒$ 可变区携

带基因盒分别为 %%D*10D<9%"J* %%D*#0D<9*"# 和

D<9*"#0/9<U0%%D*# 三种$ D<9*"# 和 D<9*"J 造成菌株

对甲氧苄啶耐药%而 %%D*# 和 %%D*1 则造成菌株对

链霉素和壮观霉素耐药%并不造成对 >C[耐药'P(

$

另据张跃进等'"P(对肺炎克雷伯菌中携带的整合子

基因盒调查发现%%%D*10D<9*"J 基因盒最为多见$

"M= 8IG>甲基化酶可造成菌株对氨基糖苷类

药物的高水平耐药" o1"# 3:45#%而 %9;*基因则

是最常见的一种甲基化酶'A(

$ 本文双圈耐药菌株

均检出 %9;*基因%而完全耐药菌株和敏感菌株均

未检出$ 由此推测%>C[双圈耐药表型的出现与

"M= 8IG>甲基化酶 %9;*基因的表达相关$ F̀*:

等'J(研究发现%鲍曼不动杆菌 >C[Zi耐药表型与

%9;*基因表达相关%同时外排机制也发挥着重要作

用$ 在肠杆菌科细菌 >C[Zi耐药表型中是否与

外排机制相关尚待进一步研究$

对于双圈耐药表型%用自动化药敏系统检测结

果会产生一定的偏倚'J@B(

$ 我们所检测的 "A 株[@$

纸片扩散法对 >C[呈 Zi耐药表型的肠杆菌科细

菌中%琼脂稀释法结果均为耐药&三种自动化药敏系

统中的E/,)*&-和 C&'8,='%* 两种系统均为耐药%而

a&0)U # D,3?%'0鉴定系统结果 P 株菌株为敏感%P

株为中介%1 株为耐药$ a&0)U # D,3?%'0药敏卡

>=Q]G@"A 的使用说明中指出其使用限制)鲍曼不

动杆菌对>C[的C<D值为 B 或 "M3:45时%需用其

他药敏方法确认%尤其对于多重耐药的鲍曼不动杆

菌'"1@"M(

%而对肠杆菌科细菌并未有特别说明$ 对于

氨基糖苷类药物在自动化药敏系统中检测的准确性

也有文献报道'J%"1@"M(

$ 在检测鲍曼不动杆菌对>C[

的敏感性试验中发现%自动化仪器出现敏感结果而

纸片扩散法结果却为耐药'"#%"M(

$ 其中 E/,)*&-和

C&'8,='%*两种自动化仪器的结果比 a&0)U# 结果更

加接近于实际的 C<D结果'"M(

$ 纸片扩散法和 ;@

0)70方法在这类药物敏感性的检测上具有明显的优

越性%而且这种错误的产生与是否产特异性氨基糖

苷类修饰酶基因不具相关性'"M(

$

准确的菌株药敏试验对于感染的治疗至关重

要%尤其对于目前细菌耐药性逐渐升高的状

况'"J@"K(

$ 目前绝大多数的现代化微生物实验室很

大程度上依赖自动化的微生物鉴定药敏系统$ 然

而%自动化药敏系统有时却产生差错'"#%"1@"M%#2@#A(

$

a&0)U # D,3?%'0自动化微生物系统在检测肠杆菌科

细菌>C[敏感性时可能出现假敏感%避免这种差

错的简便方法就是用[@$纸片扩散法复检$
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