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"摘要#

!

目的
!

了解武汉地区肺炎克雷伯菌产
Y35

型碳青霉烯酶的耐药基因流行状况及型别!为有效监测和

控制医院感染提供实验室依据&方法
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收集
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年
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月至
(+'@

年
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月武汉地区
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家三甲医院对碳青霉烯类抗

菌药物敏感性下降的肺炎克雷伯菌
@,

株!均采用
3IC7;D[B'++

全自动系统进行鉴定和药敏试验!采用改良
SCO

H

7

试验进行
Y35

初筛!聚合酶链反应对
@,

株菌分别进行
VJ8Y35

基因扩增!阳性扩增测序验证型别&结果
!
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株菌

中
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株菌改良
SCO

H

7

试验阳性!阳性率为
-')-+A

"

,1
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$#
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株扩增出
-1+V
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左右的目的条带!阳性率为

0+),1A
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$#经测序和比对分析为
VJ8Y35B(

基因&结论
!

武汉地区对碳青霉烯酶类抗菌药物不敏感的肺炎克

雷伯菌的碳青霉烯酶基因主要为
Y35B(

型!临床感染和控制部门应加强监控!防范产
Y35B(

型碳青霉烯酶的肺炎

克雷伯菌在院内暴发和流行&
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肺炎克雷伯菌是导致院内感染最常见的肠杆菌科细菌之

一+碳青霉烯类抗菌药物作为新型
*

B

内酰胺酶类抗菌药物#是

治疗产超广谱
*

B

内酰胺酶$

.%̂ "F

&最有效的抗菌药物#成为抵

御产
.%̂ "F

革兰阴性菌的最后一道屏障)

'

*

+目前#在世界范

围内产碳青霉烯酶肺炎克雷伯菌$

53.

&的暴发流行屡有报

道)

(

*

+

53.

的出现是医院感染控制和临床治疗的难题)

,

*

+目

前#武汉地区
53.

的主要流行基因型还罕见相关报道+本研

究通过收集武汉地区
,

家三甲医院
@,

株对碳青霉烯类抗菌药

物敏感性下降的肺炎克雷伯菌#检测其碳青霉烯酶的表型和其

Y35

酶基因型#旨在了解武汉地区肺炎克雷伯菌产
Y35

型碳

青霉烯酶的整体流行情况#为指导临床合理使用抗菌药物和控

制
53.

在跨区域的传播提供依据#现报道如下+

$

!

资料与方法

$)$

!

菌株来源及鉴定
!

收集
(+'*

年
0

月至
(+'@

年
'+

月武

汉地区
,

家三甲医院对碳青霉烯类抗菌药物$如!亚胺培南,美

罗培南和厄他培南&敏感性下降的肺炎克雷伯菌
@,

株#其中

武汉大学人民医院
'*

株#湖北省妇幼保健院
(-

株#武汉市中

心医院
'(

株+入选标准!非重复菌株且对
,

种碳青霉烯类抗

菌药物中的任意
'

种中介或耐药的肺炎克雷伯菌+其中痰标

本
(0

株,中段尿标本
'*

株#胃液标本
@

株#血液和分泌物标本

各
,

株#导管尖端标本
(

株+所有可疑的分离菌株均采用

3IC7;D[B'++

$美国
Û

公司&全自动微生物分析系统及配套试

剂进行菌种鉴定和药敏试验#同时采用
YB̂

法进行补充+药

敏试验结果判读参照
(+'(

年美国临床和实验室标准协会

$

5"%/

&

$'++B%((

标准+血平板和
$BS

平板购置于广州迪景

公司#药敏纸片购置于英国
>Q/>U

公司+标准菌株肺炎克雷

伯菌
2&55-++0+,

和大肠埃希菌
2&55(@=((

均购自国家卫

生和计划生育委员会临检中心+

$)/

!

改良
SCO

H

7

表型筛查试验$

$S&

&

!

严格参照
(+'(

版

5"%/

标准进行操作!将普通培养
'1

!

(*I

的
2&55(@=((

用

生理盐水$

+)=A

&调成
+)@$Nc89J8;O

标准浓度#再通过生理

盐水$

+)=A

&进行
'+

倍稀释菌悬液#振荡混匀后均匀涂于
$B

S

营养琼脂上#待
,

!

'+:D;

干透后在
$BS

琼脂正中间贴

/3$

$

'+

&

H

"

ODFP

&药敏纸片%用无菌的
'+

&

"

接种环挑取血平

-
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检验医学与临床
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卷第
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期
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皿上
,

!

@

个经过夜培养的阴,阳性质控菌株和待测肺炎克雷

伯菌#分别从逼近纸片的边缘向平皿外侧缘轻滑划
'

条至少

(+

!

(@::

的直线#经$

,@_(

&

f

普通孵箱中孵育
'0

!

(+I

后

观察结果#在
/3$

抑菌圈外缘与待测菌株生长直线交叉区域

呈现苹果蒂样生长现象$即生长增强&判定为碳青霉烯酶阳性+

阴性对照为肺炎克雷伯菌
2&55-++0+,

#阳性对照为多次转

种且测序验证为产
Y35

酶肺炎克雷伯菌+

$)'

!

35#

扩增目的基因及测序验证

$)')$

!

待测模板制备
!

使用无菌接种环连续挑取
@

!

0

个菌

落放入预装有
@++

&

"

双蒸水的
.3

管$

')@:"

&中#充分振荡

混匀后
'++f

干浴锅中
'+:D;

#取出待冷却至室温后
',+++

9

"

:D;

离心
'+:D;

#小心吸取上清至新的
.3

管$

')@ :"

&

中#

X(+f

冷冻保存备用+

$)')/

!

目的基因的扩增
!

Y35

基因引物设计参考文献)

*

*#

见表
'

#引物合成委托
/;G9CE79

H

C;

公司+

(+

&

"35#

反应体系

包括
0

&

"

双蒸水#

'+

&

"(`&8P898397:D[

&$

#正,反向引物

$

'+

&

:CJ
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"

&各
+)@

&

"

#

,

&

"

待扩增模板+

35#

扩增条件!

=@f

预变性
@:D;

#循环扩增
=@f

变性
(+F

#

0,f

退火
*@F

#

-(f

延伸
,+F

#进行
,+

个循环#最后
-(f

延伸
'+:D;

+所有

扩增产物在
(A

琼脂糖凝胶中
'++Z

电泳
*+:D;

#在
47JBVC[

扫描成像仪中拍照#出现预期的目的条带为阳性扩增+

表
'

!

35#

法基因扩增引物序列

引物名称 引物序列$

@j

!

,j

&

退火温

度$

f

&

目的片

段$

V

6

&

Y35Bc &545&2225&54225244 0, -1+

Y35B# &&25&45554&&425455522&55 0, -1+

$)')'

!

阳性产物测序及
VJ8FG

比对
!

委托
%8;

H

C; D̂CG7NI

公

司将
35#

阳性扩增产物进行测序#拼接后通过
!5̂/

数据库

47;̂8;P

$

IGG

6

!""

VJ8FG);NVD);J:);DI)

H

CE

"

Ĵ8FG)N

H

D

&比对+

/

!

结
!!

果

/)$

!

鉴定及药敏试验
!

收集的
@,

株肺炎克雷伯菌经形态学

严格确证并复核无误后#重复药敏试验均显示出亚胺培南,美

罗培南和"或厄他培南中介或耐药#

@,

株肺炎克雷伯菌对临床

常用抗菌药物的耐药情况#见表
(

+

/)/

!

$S&

表型筛查试验
!

@,

株对碳青霉烯类抗菌药物不敏

感的肺炎克雷伯菌中#

,1

株
$S&

试验阳性#阳性率为

-')-+A

+

/)'

!

Y35

基因
35#

结果
!

对
,1

株
$S&

表型筛查阳性的菌

株进行
35#

扩增+结果显示#

,(

株菌的产物经琼脂糖凝胶电

泳后出现
-1+V

6

左右的目的条带#

Y35B(

基因的阳性率为

0+),1A

+见图
'

+

!!

注!

'

!

',

为部分阳性结果%

'*

为阴性对照+

图
'

!

Y35

型碳青霉烯酶电泳结果

/)1

!

测序结果及比对
!

双向测序
35#

法阳性扩增产物后进

行
VJ8FG

#发现与
!5̂/

数据库中的基因登录号$

Y3=1-('1)'

&

完全一致#即为
Y35B(

基因+其部分序列#见图
(

+

表
(

!

@,

株肺炎克雷伯菌对常用抗菌药物的耐药情况'

A

)

药物 敏感 中介 耐药

亚胺培南
,()+1 @)00 0()(0

美罗培南
,+)'= +)++ 0=)1'

厄他培南
')1= +)++ =1)''

哌拉西林
')1= ,)-- =*),*

头孢他啶
1)-0 ')1= 1=),@

头孢噻肟
-)@@ +)++ =()*@

阿米卡星
1')', +)++ '1)1-

庆大霉素
,()+1 ,)-- 0*)'@

环丙沙星
(*)@, +)++ -@)*-

左氧氟沙星
,,)=0 @)00 0+),1

复方磺胺甲唑
(0)*( +)++ -,)@1

哌拉西林"他唑巴坦
'0)=1 '0)=1 00)+*

!!

注!该部分序列同时包括
Y35B(

基因的保守区和特征性突变+

图
(

!

Y35B(

基因部分序列

'

!

讨
!!

论

碳青霉烯类抗菌药物为目前抗菌谱最广,抗菌活性最强的

一类抗菌药物)

@

*

+其通过抑制胞壁黏肽合成酶#从而阻断合成

细胞壁黏肽的代谢过程#造成菌体细胞壁的缺损#导致肺炎克

雷伯菌细胞质内渗透压改变而溶解细菌)

0

*

+它能够高度稳定

多种
*

B

内酰胺酶#对头孢菌素耐药菌具有优良的抗菌效果+已

经成为治疗多重耐药肺炎克雷伯菌最主要的抗菌药物之一)

-

*

+

临床上对碳青霉烯类耐药的细菌以非发酵菌属为主#对肺炎克

雷伯菌保持较高的敏感性+然而随着临床不合理使用碳青霉

烯类抗菌药物#对其耐药的肺炎克雷伯菌报道也越来越多)

1

*

#

应该引起足够重视+

本研究纳入
(+'*

年
@

月至
(+'@

年
'+

月武汉地区
,

家三

甲医院住院患者分离鉴定的
@,

株肺炎克雷伯菌#纳入标准为

对
,

种碳青霉烯类抗菌药物中的任意一种敏感性下降的非重

复菌株+本次分离菌株的标本以痰标本为主#培养前均经过革

兰染色镜检为合格标本$上皮细胞
$

'+

个"
S3

#白细胞
%

(@

个"
S3

&#血平板菌落计数
ggg

及以上确证为致病菌+肺炎

克雷伯菌对亚胺培南,美罗培南,厄他培南的耐药率分别为

0()(0A

,

0=)1'A

和
=1)''A

#因此
5"%/

推荐
.#&

纸片作为

$S&

试验的标准纸片监测
53.

菌株)

=

*

+对哌拉西林,头孢他

啶等
*

B

内酰胺类的耐药率也较高#尤其是头孢噻肟高达

-

*','

-

检验医学与临床
(+'0

年
@

月第
',

卷第
'+

期
!

"8V$7O5JD;

!

$8

M

(+'0

!

ZCJ)',

!

!C)'+



=()*A

#可能与
53.

菌株中的
Y35

联合产
.%̂ "F

有关)

'+

*

+

目前#碳青霉烯类抗菌药物是治疗产
.%̂ "F

革兰阴性细菌感

染的唯一可选的抗菌药物#然而
53.

不但可以水解碳青霉烯

类抗菌药物#而且可以使头孢菌素类,青霉素类等抗菌药物失

效#并对其他种类的抗菌药物呈现不同水平的耐药)

''

*

+因此

临床将面临无药可救的地步#应该引起临床工作者的高度

关切+

碳青霉烯酶按照
2:VJ79

分类#依据氨基酸序列可细分为

2

,

^

和
U,

类)

'(

*

+

Y35

型碳青霉烯酶属于
2:VJ79

分类的
2

类#是一种丝氨酸碳青霉烯酶#是肺炎克雷伯菌耐碳青霉烯类

抗菌药物的主要原因)

',

*

+

'==0

年#第
'

株产
Y35B(

型肺炎克

雷伯菌在美国卡罗来纳州检出)

'*

*

+此后#

'=

个
Y35

亚型被发

现#均是由于氨基酸序列的点突变所致#以
Y35B(

型为最常

见+我国于
(++-

年在浙江省首次分离出产
Y35B(

型肺炎克

雷伯菌)

'@

*

+本研究
@,

株菌有
,1

株
$S&

试验阳性#阳性率

为
-')-+A

%

,(

株菌扩增出了目的条带#经测序后
VJ8FG

验证为

Y35B(

型#

Y35B(

基因的检出率为
0+),1A

+因此#武汉地区

肺炎克雷伯菌对碳青霉烯类抗菌药物敏感性下降的主要原因

是这些菌株携带了
Y35B(

型碳青霉烯酶耐药基因+本研究中

有
'@

株菌
$S&

试验阴性#经过
YB̂

法确证后提示碳青霉烯

类抗菌药物的敏感性均降低#可能是由于高产
2:

6

5

酶或外

排泵过表达联合外膜蛋白缺失所致+

0

株菌
$S&

试验阳性

但未扩增出目的片段#与其他
*

B

内酰胺酶$如!

>Q2B*1

&或多种

水解酶的表达有关#有待进一步研究+

53.

的
Y35

基因可通

过菌株本身的克隆传播以及不同类型的耐药质粒在不同菌属

间水平传播)

(

*

#因此#当其定植于患者,医务工作者等高危人群

以及医疗器械表面等院内环境时#一旦暴发将会在院内广泛扩

散+对于碳青霉烯类抗菌药物敏感性下降的肺炎克雷伯菌#临

床微生物室应该进行
$S&

初筛试验#以提示院内感染部门及

时采取措施以控制
53.

的传播+

综上所述#武汉地区
53.

携带的基因型主要为
Y35B(

型#医院感染控制部门应该加强肺炎克雷伯菌的耐药监测和院

内消毒#严格监管医务人员手卫生等措施来遏制
53.

在院内

的暴发和流行+
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