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泌尿道革兰氏阴性杆菌抗生素耐药性及其质粒图谱的分析

俞晓峰 张 凌 薛 强
.

冷泰俊 (第三军医大学卫防系流行病学教研室 ) 63 0 03 8

提 要 本文对由泌尿科住院患者尿液中分离的 28株革兰氏阴性杆菌进行了抗生素耐药谱

及其质粒图谱的分析
。

结果表明
:

有 9 % 2以上的分离株对氨节青霉素
、

庆大霉素
、

氛霉素
、

茶定酸
、

环丙氟呱酸和洁霉素耐药 ;且所有分离株均至少对 5种 以 上 的 抗 生 素耐药
.

有 3 1个分离株

(4 6
.

4%)带质粒
,

其中以分子量为 5 0 M d 的质粒出现率最高
,

该质粒可能为泌尿科内的流行质粒
。

本文 还发现来自医院内两泌尿道感染者的分离株虽为不同菌种
,

却显示相同的质粒图谱
,

提示此

两感染患者可能存在某种相互联系
.

关键词 革兰氏阴性菌 ,耐药性
,
质粒

;
医院内感染

泌尿科住院患者因留置导尿等操作过程

易发生医院内泌尿道感染
,

而 医院 内多种抗生

素耐药性革兰 氏阴性杆菌的广泛存在则是 医

院感染暴发的主要原因之一
。

革兰 氏阴性杆菌

对多种抗生素耐药性 多由其所带的接合性 R

质粒编码
,

这种 R 质粒往往具有传递性
,

从而

产生在医院环境 内的非同种细菌分离株可带

相同或非常相关质粒的现象
“

,
2

,
3 ’ 。

在以 R 质粒作为流行质粒的医院感染暴

发研究中
,

质粒图谱分析 已成为一种非常有利

的工具
“ ’ 。

为了解医院泌尿科革兰氏阴性杆菌

抗生素耐药性及其质粒图谱的特征
,

以期对可

能发生的医院感染进行有效的监控
,

我们应用

质粒 图谱结合抗生素敏感试验的方法分析了

西南医院泌尿科患者尿液中的革兰 氏阴性杆

菌分离株
,

结果报道如下
。

氯霉素 ( C M P )
、

茶吮酸 ( N A )
、

头抱唾吩 ( C T N )
、

多粘

菌素 B ( P B )
、

环丙氟呱酸 ( C F A )和洁霉素 ( C L I )
。

1
.

3 质杜 D N A 提取及鉴定

参照 K ad
。
和 iL

u ` ”
的方法提取及纯化分离株的

质 粒 D N A
;
用 4 0产 1 T E 缓 冲液 ( Z o m m o

l / L T r
i
s -

H C L
,

z m m o
l / L E D T A

,
p H 7

.

4 )溶解 D N A 沉淀
.

将提

取的 D N A 与澳酚 蓝液按 4
:

1 比例混合后
,

取约 20 川

标本点样
,

在 0
.

7 %琼脂糖凝胶上 电泳约 2
.

s h 后
,

凝

胶于 E B 液 ( l拜g /m l 澳化 乙锭 )中染色约 l h
,

在紫外

灯下观察并照像
。

以大肠杆菌 v
“ ,

株为 D N A 分子量

标准品
,

测定电泳照 片上各质粒 D N A 带的位置
,

参照

M
e y e r “ ,

法计算相对迁移率 ( L o g R M )和分子量 ( L o g

M w )
,

并建立相应的直线回归方程
,

算出各待测质粒

D N A 的分子量
。

材料和方法

1
.

1 菌种收集及培养
1 9 9 0 年 4 ~ 6 月收集西南医院泌 尿科 20 位住院

患者的中段尿标本
,

接种于血琼脂培养基
,

在 37 ℃下

培养 24 h
,

按伯杰系统细菌学手册进行菌种鉴定
。

1
.

2 杭生素敏感试验

将革兰氏阴性杆菌分离株按纸片扩散法检测其

对 9 种抗生素的敏感性
。

选用的抗生素有
:

氨节青霉

素 ( A M P )
、

庆大霉素 ( G E N )
、

丁胺卡那霉素 ( A K N )
、

2 结果

2
.

1 菌谱及杭生 素衬药性

共分离出 28 株革兰 氏阴性杆菌
,

经鉴定由 8 种

革兰氏阴性杆菌组成
,

其 中以绿脓杆菌最多见 ( 13

株 )
,

其它有克雷伯氏杆菌 (4 株 )
、

沙雷氏杆菌 (4 株 )
、

大肠杆菌 (2 株 )
、

哈夫尼亚杆菌 (2 株 )
、

阴沟肠杆菌 (1

株 )
、

拘椽酸杆菌 (1 株 )和产黄杆菌 (1 株 )
。

抗生素敏

感试验结果见有 92 %以上的分离株对氨节青霉素
、

庆大霉素
、

环丙氟呱酸
、

茶吮酸
、

洁霉素和氛霉素耐

药
,
82

.

1 %分离株对头抱唾吩耐药
,
53

.

6环和 21
.

4 %

的分离株分别对丁胺卡那霉素和多粘菌素 B 耐药 ;而

且这些分离株均至少对 5 种以上抗生素具有耐药性
,

其中以耐 7 种抗生素的分离株最多见 (占 46
.

4 % )
,

耐

西南医院检验科
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8种和 9 种抗生素的分离株分别占 7 2
.

8环和 7
.

2%
。

素耐药
;
但对多粘菌素 B除沙雷氏杆菌 9 0 2。 株外均

2
.

2质拉图谱分析 敏感
,

其抗生素耐药谱可分为 5 种类型 (见表 l)
。

这

质粒图谱分析证明
,

有 13 株革兰氏阴性杆菌分 13 株分离菌中最多可带 。 个质粒
;
按质粒分子量的

离株带有数目及分子量不等的质粒 D N A
,

分析这 13 大小可分为 13 种不同质粒
,

其中以分子量为 s o M d

株分离菌的抗生素敏感性及其所带质粒的数目和分 的质粒出现率最高 ( 76
.

9 % )
。

按分离株所带质粒分子

子量大小发现
,

这些分离株均对氨节青霉素
、

庆大霉 量与数 目的特点
,

其质粒 图谱可有 10 种类型 (见表

素
、

氯霉素
、

茶睫酸
、

环丙氟呱酸和洁霉素等 6种抗生 2 )
·

表 1 13 株革兰氏阴性杆菌抗生素耐药谱

抗 生 索 敏 感 性
菌 株

—
—

耐药谱
A M P G E N A K N C M P C丁N C F A C L I

十++十++斗
-

十

++

+十+

++

-W---,+++++十

+++++十++

一一十一十++千

++

+ +

++

+++十+++++++++++++十+++++十++

++

+++++十十十+++十+++++ +十+++十++绿脓杆菌 9 02

绿脓杆菌 9 0 2 7

绿脓杆菌 g o H

绿脓杆菌 , 0 14

克雷伯氏杆菌 9 08

克雷伯氏杆菌 9 0一5

沙雷氏杆菌 9 0 5

沙雷氏杆菌 9 0 2。

大肠杆菌 9 0 10

大肠杆菌 9 0 2 4

哈夫尼亚杆菌 90 17

哈夫尼亚杆菌 9 0 1 3

阴沟肠杆菌 9 0 2 5

+ 为升药

+

一 为敏感

表 2 13 株革兰氏阴性杆菌质粒谱

菌 株 质 粒 D N A 分 子 量 ( M d) 质 粒 谱

绿脓杆菌 9 0 2 6 2
,

5 0 , 3 6 , 4
.

6
, 3

.

7 , 2
.

7 A

绿脓杆菌 9 0 2 7 6 2 , 5 0 , 3 6 B

绿脓杆菌 90 1 1 4 0 , 3 6 , 2 8 H

绿脓杆菌 90 1 4 s o J

克雷伯氏杯菌 9 0 5 5 0 , 3 5
, 3 6 , Z s F

克雷伯氏杆菌 9 0 1 5 s o J

沙雷氏杆菌 9 0 5 6 2 ,

5 0 , 3 6 , 4
.

6 , 5
.

7
,

2
.

7 A

沙雷氏杆菌 9 0 2 0 1 05 ,

5 0
,

4 0 ,

2 8 E

大肠杆菌 9 0 10 4 0 , 4
.

6 , 2
.

, G

大肠杆菌 9 0 2 4 7 0 , 5 0 1

哈夫尼亚杆菌 90 17 6 2 , 4 0 , 3 6
,

3
.

4 C

哈夫尼亚杆菌 90 13 62 ,

5 0 , 2 8
, 3

.

4 , 2
.

7 D

阴沟肠杆菌 9 0 2 5 6 2 ,

5 0 , 3 6 B

由表 2 可见
,

绿脓杆菌 9 0 2 株
、

9 0 2 7 株
、

9 0 1 1 株和

9 01 4 株虽为同种细菌株
,

但它们的质粒谱却不完全相

同
;
其它如克雷伯氏杆菌 9 08 和 9 0 1 5 株

,

沙雷氏杆菌

90 5 和 9 0 2 0 株
,

以及大肠杆菌和哈夫尼亚杆菌株均为

不同的质粒谱
。

来 自医院内泌尿道感染者的不同时期

分离株
,

也显示 不 同的质粒谱 (如 菌株 9 0 5
、

9 0 2 7 和
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0 9 1 7 )
。

另外也发现来自医院内泌尿道感染的两患者

分离株
,

虽为不同的菌种
,

却显示 相同的质粒图谱类

型
,

如绿脓杆菌 9 02 株与沙雷 氏杆菌 9 05 株 (见附

擎瀑
_

森犷

4 器

号4
洲扔ù扔气飞侧今J竹

了而今曲

~
憧礴

附图 革兰氏阴性杆菌质粒 D N A 电泳图谱

A 沙雷 氏杆菌 90 20
,
B 哈夫尼亚杆菌 90 1 7 ; C 阴

沟肠杆 菌 9 0 2 5 ; D 沙雷 氏杆 菌 9 0 5 ;
E 绿脓杆 菌

9 0 2
;

F 克 雷 伯 氏杆 菌 9 0 8 ;
G 大肠 杆菌 9 0 1 0 ;

H

大肠杆菌 V
5 1 , ;

C h r
染色体 D N A

讨论

表明质粒图谱分型较抗生素耐药谱分型更为

精细
。

从本文分离株发现的 13 种质粒中
,

以分

子量为 5 0 M d 者出现机率最高
,

由此推测这种

质粒可能是该医院泌尿科环境中主要的流行

质粒
。

由于流行质粒在医院感染暴发及流行中

起着重要的作用
,

该质粒 的传播有可能导致多

种耐药细菌医院感染暴发
,

故应予以重视和警

惕
。

本文的质粒图谱分析结果表明
,

同种菌株

其质粒图谱可不相同
,

同一来源不同时期的分

离株也可表现不同的质粒图谱
;而不同菌种却

可显示相同的质粒图谱
,

例如绿脓杆菌 90 2 株

和 沙雷 氏杆菌 9 05 株是分别来 自医院感染 的

不同患者标本
,

且两者在发生感染的时间上相

隔 4 d
,

这两分离株虽为不同菌种
,

且抗生素耐

药谱也不完全相同
,

但它们的质粒图谱却显示

一致性
,

提示此两患者先后发生的医院内泌尿

道感染可能存在某种相互联系
,

这为进一步探

讨 医院感染的发生及其传播机制
,

以及采取有

效防治措施提供了线索
。
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感试验对 28 株革兰氏阴性杆菌分离株的分析

表明
,

分 离株除对 多粘菌素 B
、

丁胺卡 那霉素

和头饱噬吩外
,

对其余 6 种抗生素的耐药性均

超过 9 2 %
,

其中对氯霉素全部耐药
;而且每个

分离株均表现对 5 种以上 的抗生素具有耐药

性
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。
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耐药谱与其质粒谱发现
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,
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左侧胸导管自发性破裂并发乳糜胸一例

段绪伟 凌培墓 陈摩端 (第三军医大学大坪医院呼吸科 ) 6 3 0 0 42

王某 女性
,

39 岁
,

农民
,

住院号 1 6 3 3 7 9
。

1 9 9 1 年
9 月

,

自感无明显诱因始左侧胸痛
,

呈持续性隐痛
,

咳

嗽
,

咳少许白色粘稠痰
,

不咯血
。

2 月后上述症状加重

并感夜间发热
,

盗汗
,

服中药无效
,

今年 4 月到某县医

院诊断左侧胸腔积液—
“

脓胸
” ,

给予抽胸水
,

消炎
,

对症等治疗
,

胸水大部分吸收出院
.

半月后感胸闷
,

活

动后呼吸困难
,

再次到县医院
,

胸透示左侧胸腔积液

复发
,

为明确诊断入我院
。

既往身体健康
,

否认肺结

核
,

生吃螃蟹史
,

无外伤手术史
。

查体
:

体温 37 ℃
,

脉

搏 8 2 次 / m i n ,

呼吸 2 2 次 / m in ,

血压 1 6 / 9 k P a 。

全身皮

肤无黄染
,

体表淋巴结不肿大
,

气管居中
,

胸廓对称
,

左肺语颤减弱
,

左锁骨中线第 4 肋以下叩诊呈浊音
,

呼吸音消失
。

右肺无异常发现
。

心率 82 次 / m in
,

律齐
,

无杂音
,

腹软
,

肝脾肋下未及
,

无移动性浊音
,

未见柞

状指 (趾 )
。

辅助 检查
:

R B e 3
.

0 又 1 0 , ,

/ L
,

H b 9 9 / L
,

B P C 1 2 0 X 1 0
,

/ L
,

W B C 5
.

1 X 1 0
,

/ L
,

N 0
.

6 6
,

L 0
.

3 4
,

肝功
、 ’

肾功
、

生化
、

血糖
、

血沉正常
。

类风湿因子阴性
.

O T I
,

2 o 0 0 U 试验 。 )
。

痰找抗酸杆菌 6 次 (
一

)
。

肺吸

虫皮试 (
一

)
。

血找微丝坳 3 次 (
一

)
。

痰细胞学 6 次 C )
。

胸

片示除胸水征象外无异常病灶发现
。

抽胸水多次
,

外

观乳白色
,

浑浊粘稠
,

常规检查 w B C o ~ 4
,

R B C ++
,

比重 1
.

0 1 7
,

胸水蛋白定量测定 6
.

7 9 / L
,

胸水细胞学

查见大量淋 巴细胞
,

无癌 细胞
,

胸水 L D H 5 28 U
,

A K R S
.

4 U
,

胸水细菌培养 C )
。

血脂
:

总胆固醇 3
.

63

m m
o l / L

,

甘油三脂 一 0 m m
o l / L

,

H D L
一

C 一 5 m m o
l /

L
,

L D L
一

C 1
.

9 5 m m o
l / L

。

胸水
:

胆固醇 7
.

3 5 m m o l /

L
,

甘油三脂 3
.

5 9 m m o
l / L

,

H P L
一

C 0
.

5 6 m m o l / L
,
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