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【摘要】 目的分析产超广谱13一内酰胺酶(extended spectrum p lactamases，ESBLs)及AmpC酶的

阴沟肠杆菌的分布情况及耐药特征。方法选择49株阴沟肠杆菌，采用纸片扩散法进行药物敏感试

验，按美国临床实验室标准化协会推荐的确证试验检测产ESBLs阳性菌株；头孢西丁纸片扩散法初步

筛选产AmpC酶阳性菌株，采用PCR检测AmpC酶基因。结果抗生素敏感试验结果显示阴沟肠杆菌

对头孢西丁、替卡西林／克拉维酸、头孢曲松、氨曲南的耐药率均达79．6％以上，对美罗培南敏感率较高，

达91．8％。49株阴沟肠杆菌中对头孢西丁耐药的菌株46株(93．9％)；产ESBLs菌株29株(59．2％)，PCR

扩增产AmpC酶的阴沟肠杆菌36株(73．5％)，同时产两种酶的菌株为13株(26．5％)。结论产ESBLs

及AmpC酶阴沟肠杆菌普遍且耐药现象严重。

【关键词】阴沟肠杆菌；超广谱B一内酰胺酶；AmpC酶；耐药性；基因型

The drug resistance analysis of Enterobacter cloacae which produce AmpC and ESBLs
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【Abstract】 objective To analysis the distribution and drug resistance characteristic of Enterobacter

cloClccle producing AmpC and extended spectrum B lactamases(ESBLs)．MetlIods 49 strains Enterobacter

cloacae were collected．The confirmatory test recommended by clinical and laboratory standards institute was

earried out to detect ESBLs and the Kirby—Bauer method was used to determine drug sensitivity．AmpC positive

strains were screened by cefoxitin disk diffusion method and the AmpC gene were detected by PCR．Results

Antibiotics susceptibility test showed that the resistant rate of Enterobacter cloacae to cefoxitin．ticarcillin—CA．

ceftriaxone．aztreonam were all above 79．6％．Enterobacter cloacoe were sensitive to meropenem and the sensitive

rate was 91．8％．There were 46 strains f93．9％1 Enterobacter cloacae resistant to cefoxitin．There were 29 strains

(59．2％)Euterobacter cloacae producing ESBLs．There were 36 strains(73．5％)producing AmpC by PCR ampli—

fication and 13 strains f26．5％1 producing both ESBLs and AmpC at the sal／le time．Conclusion Enterobacter

cloacae producing ESBLs and AmpC are prevalent and the drug resistance phenomenon iS serious．

【Key Words】Enterobaeter cloacae；ESBLs；AmpC；Drug resistance；Genotype

阴沟肠杆菌属于肠杆菌科细菌。广泛存在于自

然环境中，是人体的正常菌群。近年来。由于各种广

谱抗生素的广泛应用，阴沟肠杆菌对抗生素的耐药

率不断上升，成为临床抗感染治疗的难题。AmpC酶

和超广谱B一内酰胺酶(extended spectrum B lacta—

mases，ESBLs)的产生是导致阴沟肠杆菌对抗生素耐

药的重要原因之一，而对于产AmpC酶和产ESBLs

菌株感染的治疗亦十分棘手，是目前医院感染中急

需控制的一个重点和难点【11。本文研究对山西省两家

综合性医院临床分离的49株阴沟肠杆菌进行耐药

性监测及AmpC酶和ESBLs的检测，为临床合理有

效使用抗生素并预防和控制耐药菌株的扩散提供科
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1材料与方法

1．1 菌株来源及鉴定 收集2009年1月至2010

年6月山西医科大学第一附属医院、山西省人民医

院细菌室临床送检标本中经培养鉴定的阴沟肠杆

菌，共49株，细菌的鉴定采用全自动微生物分析仪

Vitekll鉴定到种。

1．1．2质控菌株 大肠埃希菌ATCC25922、肺炎克

雷伯菌ATCC700603为携带ESBLs阳性的质控菌

株，阴沟肠杆菌029M为产AmpC酶质控菌株。均购

自卫生部临检中心。

1．1．3培养基麦康凯平板、血平板、MH平板均购

自杭州天和微生物试剂有限公司，药敏纸片头孢西

丁、美罗培南、头孢吡肟、替卡西林／克拉维酸、头孢

曲松、氨曲南、头孢他啶、哌拉西林／他唑巴坦、头孢

他啶／克拉维酸、头孢噻肟、头孢噻肟／克拉维酸纸片

为英国OXOID公司产品。API鉴定编码条购于法国

生物梅里埃公司：引物由上海生工生物工程有限公

司合成，Taq酶、dNTP等购于上海生工生物工程有

限公司。

1．1．4主要仪器法国梅里埃全自动微生物分析仪

Vitek 11、杭州博13科技有限公司TC一25／H型PCR

扩增仪、伯乐凝胶成像系统、TE—HER电热恒温孵育

箱、Minispin高速离心机、上海沪西分析仪器厂NH一

3型微型漩涡混合仪、MyGenie96 Thermal Block PCR

扩增仪(BIONEER)。

1．2方法

1．2．1药物敏感性试验采用纸片扩散(K—B)法，

试验方法与结果判读按美国临床实验室标准化协会

(Clinical and Laboratory Standard Institude，CLSI)

2009版规定。

1．2．2 ESBLs测定法按2009年CLSI推荐的确证

试验测定ESBLs，将被测菌株接种于MH平板上，在

平板上贴上头孢他啶与头孢他啶／克拉维酸，头孢噻

肟及头孢噻肟／克拉维酸纸片，经35℃孵育。任一组

药物的抑菌环的直径之差≥5 mm时，判定为ES—

BLs阳性。

1．2．3头孢西丁敏感试验根据CLSI标准．抑菌

圈≤18 mm提示对头孢西丁中介或耐药者为疑产

AmpC酶菌株。此为产AmpC酶的初步筛选方法。

1．2．4 PCR法检测AmpC酶基因制备模板：煮沸

法提取细菌DNA，在1．5 ml EP管中加入200 txl灭

菌去离子水，刮取新鲜菌苔一环置管中，充分混匀，

于100 oC沸水中煮沸20 min，以离心半径6 cm，12

000 r／min离心5 min，吸取100 txl上清液作为模板，

一20℃保存备用。

引物序列：根据文献[2．，1报道，确定AmpC酶引物

序歹0 AmpC F：57一CGACAGCAGGTGGAT一37；R：5 7一

GG仉～AGGTTGGCATG一3 7，产物长度为510 bp。反

应体系：共20“l。其中10xbuffer 2．0 Ixl、dNTP 1．0

txl、MS+1．2 Ixl、每条引物各1．5 txl、TaqDNA酶0．7

txl、ddH20 10．6 Ixl、模板1．5斗l。反应条件：94℃预变

性5 min，94℃30 s、53℃30 s、72℃50 S，以上三步

循环30个周期，延伸72℃7 min。所得产物4℃保

存。

电泳成像：取7 txl PCR产物与2 Ixl Loading

Buffer充分混匀，加入含EB的1．5％琼脂糖凝胶的

加样孔中，电压为130 V，电泳40 min，在凝胶成像

系统观察成像。

2结果

2．1药物敏感试验结果49株阴沟肠杆菌的抗生

素敏感试验显示头孢西丁、美罗培南、头孢吡肟、替

卡西林／克拉维酸、头孢曲松、氨曲南、头孢他啶、哌

拉西林／他唑巴坦的耐药率分别为93．9％、8．2％、

46．9％、79．6％、79．6％、81．6％、65-3％、49．0％。对美罗

培南敏感率最高，达91．8％。结果见表1。

表1 49株阴沟肠杆菌药物敏感试验结果[n(％)]

2．2 ESBLs阳性菌株的检出率49株阴沟肠杆菌

经ESBLs确证试验共检出产ESBLs菌株29株，检

出率为59．2％。其中有13株(26．5％)同时检出

AmpC酶。

2．3产AmpC酶菌株的检出率49株受试菌经表

型筛选有46株疑为产AmpC酶菌株，筛选阳性率为

93．9％。经PCR扩增AmpC酶阳性菌株为36株，占

73．5％。见图1。

3讨论

阴沟肠杆菌属条件致病菌，是医院感染的常见

病原菌，可引起泌尿道感染、呼吸道感染等机体多部

位感染，在医院感染中占有重要地位。阴沟肠杆菌是
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图1 AmpC酶PCR电泳图

注：M为相对分子质量2000 bp Marker．从上至下Marker条带依次为2000 bp，1000 bp、750 bp、500 bp、250 bp、100 bp。l号标本为阳性对照，

一、+分别为阴性和阳性对照。阳性结果为：2、3、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、20、22、23、25、26、27、28、29、30、31、32、33、34、35、36、

37、38、39、4l、42

产ESBLs和AmpC酶的主要菌种，也是其对第一、

二、三代头孢菌素耐药的主要原冈。AmpC酶是由染

色体或质粒介导的革兰阴性杆菌产生的一类B一内

酰胺酶．属Ambler分类中C类酶，Bush分类中I类

酶。AmpC酶可水解i代头孢菌素而不被B一内酰胺

酶抑制剂所抑制。ESBLs是一种丝氨酸蛋白酶，主要

由质粒介导，少部分由染色体介导，该酶能够灭活三

代头孢菌素和氨曲南等抗菌药物，能够被克拉维酸

所抑制。

目前。美国CLSI对阴沟肠杆菌AmpC酶的检测

尚无统一的方法。除了表型检测方法采用三维试验

以外，较为公认的是分子生物学方法确证。本文研究

采用的是分子生物学方法确证。

ESBLs和AmpC酶在不同地区、不同医院之间

有着明显的差异，在西安地区阴沟肠杆菌ESBLs的

检出率为24．03％，AmpC酶的检出率为27．92％t4l；在

浙江地区阴沟肠杆菌中ESBLs的检出率为68．2％，

AmpC酶的检出率为29．5％闭。本文研究检测的49

株阴沟肠杆菌．AmpC酶的检出率为73．5％，产ES．

BLs检出率为59．2％。同时产两种酶的检出率为

26．5％。分析不同地区检测结果的差异性，可能与不

同的检测方法以及不同地区抗菌药物的使用习惯不

同有关。

本文研究结果显示．阴沟肠杆菌对美罗培南敏

感率最高，达91．8％，与王辉等|6l报道的阴沟肠杆菌

体外药敏试验敏感度最好的药物是美罗培南

(95．0％)基本相符。由表1可见，阴沟肠杆菌对头孢

西丁、替卡西林／克拉维酸、氨曲南、头孢曲松耐药率

分别高达93．9％、79．6％、81．6％、79．6％，分析原因主

要由本地区阴沟肠杆菌ESBLs和AmpC酶检出率

高造成．可能和本地区三代头孢菌素使用较早、较普

遍有关系。

本文研究结果提示，治疗产ESBLs和AmpC酶

的阴沟肠杆菌感染．应首选碳青酶烯类药物。临床上

应根据正确的药敏试验结果合理使用抗生素，避免

因滥用抗菌药物而造成多重耐药菌株的出现，给临

床治疗带来困难。
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