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不同时期艰难梭菌感染状况分析

刘元元　李晓哲　董海新
（济宁医学院附属医院，济宁２７２０００）

　　摘　要　目的　掌握医院艰难梭菌近几年的感染状况，为医院感染监测和防控提供现实依据。方法　收集
院内２０１４年１月至２０１４年１２月１０６例住院腹泻患者粪便标本为前期组，同时选择２０１６年１月至２０１６年１２月
９０例住院腹泻患者粪便标本为后期组，采用艰难梭菌显色平板筛选可疑菌落，通过镜检和质谱仪进行鉴定；同
时对粪便标本通过酶免疫分析方法检测毒素Ａ、Ｂ；对于培养阳性的菌株采用ＰＣＲ扩增毒素Ａ、Ｂ基因片段；比较
两个时期艰难梭菌感染情况以及不同方法检出率的差异。结果　两个检测方法厌氧培养及酶免疫分析监测艰
难梭菌感染阳性率无统计学差异。同一时期不同方法阳性率比较无统计学意义，另外ＰＣＲ扩增结果除后期组２
株阴性外均产毒素Ａ、Ｂ。结论　两个时期艰难梭菌感染率均较高，说明我院艰难梭菌感染形势严峻，应高度关
注，及时监测，防止传播和流行。
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　　艰难梭菌，是定植在人类肠道的正常菌群，一
旦菌群失调，成为条件致病菌后，轻可引起腹泻，重

则导致爆发性伪膜性肠炎，甚至死亡。近十几年

来，随着抗生素的不合理使用，世界范围内艰难梭

菌感染日趋严重，已成为美国院内感染最主要的致

病菌［１］，欧洲也发生了多次暴发事件［２］。分析认

为可能与高毒力菌株核糖体分型０２７型播散有关。
我国大陆地区９０年代后陆续开始艰难梭菌感染监
测，２０１５年已有０２７型的报道［３］。由于国内研究

起步晚，目前仅有局部的研究报道，尚无全国性的

流行病学调查数据。笔者调查了济宁医学院附属
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医院艰难梭菌感染状况。报道如下。

１　资料与方法

１．１　一般资料
选自２０１４年１月至１２月住院病人腹泻患者

１０６例（前期组）及２０１６年１月至１２月腹泻患者
９０例（后期组），大便通常为稀便、水样便或半成形
便，腹泻≥３次／２４ｈ，持续超过２ｄ。
１．２　试剂与仪器

艰难梭菌显色培养基、厌氧罐、艰难梭菌毒素

检测试剂盒、ＶＩＤＡＳ荧光免疫分析仪（梅里埃公
司），细菌基因组 ＤＮＡ提取试剂盒（ＴＩＡＮＧＥＮ），
基质辅助激光解析电离飞行时间质谱仪（ＭＡＬＤＩ
ＴＯＦＭＳ）。
１．３　方法
１．３．１　艰难梭菌培养 将粪便标本与等比例无水
乙醇混合，室温静置１ｈ，漩涡震荡混匀后离心，取
沉淀接种于艰难梭菌鉴别培养基或显色培养基上，

３７℃厌氧培养４８ｈ。取可疑菌落进行耐氧试验，染
色镜检，观察是否为革兰阳性芽孢杆菌。镜检符合

者传代培养，采用质谱仪进行菌种鉴定。

１．３．２　艰难梭菌毒素Ａ／Ｂ检测 按照操作说明书，
取适量粪便标本加于样本稀释液中震荡混匀，离心

取上清，加入毒素检测试剂条加样孔中，放入 ＶＩ
ＤＡＳ仪器中检测。
１．３．３　艰难梭菌 ＰＣＲ毒素检测 采用细菌基因组
ＤＮＡ提取试剂盒，按操作说明，提取艰难梭菌基因
组ＤＮＡ，进行ｔｃｄＡ、ｔｃｄＢ基因扩增。引物参照前期
设计，反应体系为２５μｌ，包括上下游引物１μｌ、模板
ＤＮＡ２μｌ、ＴａｑＭａｓｔｅｒＭｉｘ１２．５μｌ、去离子水８．５μｌ，
扩增程序：９５℃ １ｍｉｎ，９５℃ １５ｓ、６２℃ ２ｍｉｎ、７２℃
４０ｓ（ｔｃｄＡ），９５℃ ２０ｓ、５５℃ ３０ｓ、６０℃ ２ｍｉｎ（ｔｃｄＢ）
３０个循环，７２℃ 延伸１０ｍｉｎ。扩增完成后，１％琼
脂糖凝胶电泳３０ｍｉｎ。
１．４　统计学方法

应用ＳＰＳＳ１７．０软件进行数据分析。

２　结果

２．１　不同方法艰难梭菌检测情况
为验证两种不同检测方法检测艰难梭菌的情

况，将前期组１０６例及后期９０例非重复标本合并，
综合比较，厌氧培养阳性率１５．８２％（３１／１９６）与酶
免疫分析检测阳性率１２．２４％（２４／１９６）差异无统

计学意义（Ｐ＞０．０５）。两种方法诊断结果一致性一
般（Ｋａｐｐａ＝０．６８４，Ｐ＜０．００１），见表１。厌氧培养所
得艰难梭菌经 ＰＣＲ扩增，前期组培养阳性菌株１６
例均可检测出毒素Ａ、Ｂ，后期组１３株毒素阳性，２株
毒素阴性，产毒株阳性率为１４．４％。见图１。

图１　毒素扩增结果

表１　不同方法艰难梭菌检出情况

厌氧培养
酶免疫分析

阳性 阴性
合计

阳性 ２０ １１ ３１
阴性 ４ １６１ １６５
合计 ２４ １７２ １９６

　　注：经ＭｃＮｅｍａｒ检验，Ｐ＝０．１１８。

２．２　不同时期艰难梭菌检测情况
无论采用哪种方法，前期后期艰难梭菌感染率

都在１０％以上。经比较，差异均无统计学意义（Ｐ
＞０．０５）。见表２。

表２　不同时期同一方法艰难梭菌检出情况比较

方法 对比 检测数 艰难梭菌阳性（ｎ／％） Ｐ

厌氧培养
前期组

后期组

１０６
９０

１６／１５．０９
１５／１６．６７ ０．７６４

酶免疫分析
前期组

后期组

１０６
９０

１３／１２．２６
１１／１２．２２ ０．９９３

２．３　艰难梭菌培养阳性患者临床分布情况
前期组均为成人标本，主要分布科室为外科，

在性别分布上无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。后期组
未限制年龄，儿科、血液、肾内所占比例较高，在年

龄及性别分布上差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５），见
表３。住院期间阳性患者多单一或联合使用过一
代、三代头孢类、喹诺酮类等抗生素。

表３　培养阳性患者分布情况

分组 因素
送检

数

艰难梭菌培养

阳性（ｎ／％） χ２ Ｐ

前期组

　 性别

　
男

女

６５
４１

１２／１８．４６
４／９．７６ １．４８７ ０．２２３

后期组

　 性别

　
男

女

５６
３４

１２／２１．４３
３／８．８２ ２．４２０ ０．１２０

年龄

　
儿童

成人

２１
６９

５／２３．８１
１０／１４．４９ ０．４４７ ０．５０４
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３　讨论

目前艰难梭菌检测方法有多种，不同方法各有

优缺点。一般公认的最好方法为组织细胞毒素检

测，该方法敏感性、特异性可达９８％以上，主要缺
点是技术要求高，检测周期相对较长，而且操作繁

琐，无法实现标准化操作。厌氧培养耗费时间较

长，需要专门的厌氧设备，接种要求苛刻，但对于菌

株的基因分型以及检测药物敏感性等仍具有重要

的应用价值；酶免疫学方法操作简便快速，实用性

好，灵敏度、特异度相对较低，适合临床快速筛查和

早期诊断；核酸扩增方法实验要求高，仪器昂贵，但

较敏感、特异。本文选用显色培养、酶免法、ＰＣＲ
方法，阳性率无显著差异。前期厌氧培养曾选用成

品艰难梭菌鉴别平板，但阳性率较低。改用显色平

板后，阳性率明显提高，同其他报道结果一致。

本文显示，艰难梭菌感染患者中男女阳性率虽

有一定差异，但并无统计学意义，而国内荟萃分析

表明［４］，男性比女性感染率要高。分析原因可能

是不同地区、不同医院感染状况本身存在不同或者

标本量不充足所致的偏倚，为排除该偏倚，下一步

应继续增大标本量。一直以来普遍认为高龄是艰

难梭菌感染的危险因素之一，＞６５岁成人是感染
的主要人群［５７］。有研究者对不同年龄人群感染状

况分析发现，１岁以内随月份增加儿童艰难梭菌感
染率有上升趋势，所以儿童艰难梭菌感染也不容忽

视。故后期收集的标本包含来源于儿童的部分。

从后期阳性标本看，儿童和成人感染率也无统计学

差异，说明我院艰难梭菌感染涵盖年龄跨度大，需

普遍关注。

两个时期进行显色培养及酶免疫学检测阳性

率基本一致，说明从２０１４年至２０１７年院内持续有
艰难梭菌感染发生，且感染率前后并无大的差别，

与国内艰难梭菌感染率水平相符［８］。在医院科室

构成上，外科、儿科、血液、肾内等阳性率相对偏高，

其他科室也有散在分布，表明我院艰难梭菌感染范

围广泛，但又有集中某些科室分布的趋势。可能与

这些科室抗生素使用过多、住院时间长，环境定植

污染等因素有关。长期以来，医院一直在规范抗生

素的合理使用，严格遵循抗生素使用分级管理制

度，减少抗生素滥用，而且尽量缩短患者住院时间，

加强工作人员手卫生及患者周围环境卫生，对特殊

感染患者进行隔离治疗。尽管如此，我院艰难梭菌

感染形势依然不容乐观，院感部门应加大监控力

度，尤其是对感染率高的科室应严密监测，及时制

定有效预防控制措施，减少定植与传播。
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