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碳青霉烯类耐药肠杆菌科细菌$
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%感染已成为一个极

其重要的公共卫生问题和临床抗感染治疗的棘手问题#有关其

耐药机制的研究已成为国内外研究的热点(
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*感染的细菌中
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的
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为碳青霉烯耐药的肺炎克雷伯菌$
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现出明显的逐年上升趋势#给临床抗感染治疗带来严峻挑
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*因此#为了解宣武医院
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的耐药性和分子流行情
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的分布'耐药表型'耐药基因和同源性#为

临床抗菌药物的合理使用及减少医院感染的流行提供实验室
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全自动微生物鉴定与药敏分析仪$法国

生物梅里埃公司%&
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扩增仪$美国%&
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细菌鉴定及药敏试验
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入选所有肺炎克雷伯菌严格按
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培南纸片为起点#用接种环取肺炎克雷伯菌划线*将平板放置

于
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孵箱过夜培养#抑菌圈内出现矢状生长为
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%D**.9C..

%配置成
'@9

麦氏单位菌

液#用棉签涂布
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平板*取出孵育的美罗培南纸片#贴于
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检测耐药基因
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加热裂解法提取待测菌株
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扩增相关耐药基因$引物序列见表
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扩增耐药基因引物序列
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质谱分析同源性
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取分离纯化的
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菌株分别点

样在质谱样品靶板上#室温干燥$

9
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%后加
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甲酸

&

#

+

#同时加
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#
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的细菌测试标准品$

:D,

%作为质量控制#室

温条件下自然晾干后加
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+
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氰基
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羟基肉桂酸$
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%基

质溶液均匀覆盖#自然晾干备用*采用
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E=4D*

进行样品的数据采集和鉴定#质谱仪线性正性模式频率
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bT

#采集相对分子质量为
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.''''

的蛋白质图谱*每个

样品的蛋白质谱在不同位置经过
&B'

次的激光点击获得#采集

的蛋白峰信息经软件校正与仪器内数据库图谱比对#得到鉴定

结果*通过
JGEY%K>G

M
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分析软件获取蛋白峰信息#用
6%+/
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软件进行聚类分析及主成分分析$
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统计学处理
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细菌耐药性分析采用
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软件*

数据统计分析采用
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软件#正态分布的计量资料采用

DVE

表示#组间比较采用
=

检验&计数资料采用百分数表示#组

间比较采用
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. 检验#以
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为差异有统计学意义*

/
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结
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果
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的临床分布及耐药分析
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筛选

出
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确定#占所有分离肺炎克雷
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$
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主要分布于
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$

.2

"

9'

%)'尿(

.'@'̀

$

&'

"

9'

%)和血(

&B@'̀

$

)

"

9'

%)&年龄分布以
B9

岁以上老年患者最

多$

2'@'̀

%#其次为
1&

"

B9

岁$

.1@'̀

%和
&)

"

1'

岁$

B@'̀

%*

药敏分析显示除替加环素
&''̀

敏感'阿米卡星耐药率
2'̀

外#对其余抗菌药物耐药率均大于
C'̀

*

/@/

!

碳青霉烯酶表型筛选结果
!

6bD

阳性和
*-6

阳性均占

)1@'̀

$

1.

"

9'

%&二者同时阳性者占
).@'̀

$

1&

"

9'

%#两种表型

方法的符合率为
C2@B̀

$

1&

"

1.

%#

6bD

和
*-6

均阴性者占

&'@'̀

$

9

"

9'

%#耐药表型筛选结果见表
.

*

+

C(1(

+

检验医学与临床
.'&2

年
&.

月第
&1

卷第
.(

期
!
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!
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!
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!
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表
.

!!

碳青霉烯酶表型筛选试验与基因型结果比较(

*

#

`

%)

基因型
*

表型试验阳性

6bD *-6

产碳青霉烯酶
1.

!

\a*

及
-6a

"

W-6

"

58%1) 1& 1&

$

&''@'

%

1&

$

&''@'

%

!

$#6 & '

$

'@'

%

&

$

&''@'

%

非产碳青霉烯酶
(

!

#b% & '

$

'@'

%

'

$

'@'

%

!

D06 . &

$

9'@'

%

'

$

'@'

%

未检出基因型
9 '

$

'@'

%

'

$

'@'

%

/@'

!

耐药基因
a*4

扩增与及测序结果
!

a*4

扩增共检测到

2

种耐药基因#包括
FG>

\a*

基因
).@'̀

$

1&

"

9'

%'

FG>

#b%

基因

&1@'̀

$

2

"

9'

%'

FG>

$#6

基因
B@'̀

$

(

"

9'

%'

FG>

-6a

基因
.'@'̀

$

&'

"

9'

%'

FG>

W-6

基因
&.@'̀

$

B

"

9'

%'

FG>

D06

基因
9.@'̀

$

.B

"

9'

%

和
FG>

58%1)

基因
.@'̀

$

&

"

9'

%#其中同时存在
(

种耐药基因的菌

株
&)

株$

(B@'̀

%#同时存在两种耐药基因者
&(

株$

.B@'̀

%#

未检测到任何基因者
9

株$

&'@'̀

%*基因测序经
:+%,D

网

上比对分别为
\a*/.

'

$#6/&

'

W-6/&

型碳青霉烯酶*

/@1

!

表型试验与耐药基因型结果分析
!

以碳青霉烯酶基因阳

性为标准评价
6bD

和
*-6

的检测效能*

9'

株
*4\a$

中#

1&

株
\a*

型'

B

株
W-6

型'

&'

株
-6a

型和
&

株
58%1)

型细

菌的
6bD&''̀

阳性&

(

株
$#6

型
\a$

中有
.

株
6bD

为

弱阳性#

&

株
6bD

为阴性&

&

株非产碳青霉烯酶菌株
6bD

假

阳性#该菌检测到
D06

型耐药基因*

6bD

筛查菌株是否产

碳青霉烯酶的灵敏度为
C2@B̀

$

1&

"

1.

%#特异度为
)2@9̀

$

2

"

)

%#假阴性率和假阳性率均为
.@1̀

*

*-6

试验筛查菌株是否

产碳青霉烯酶的灵敏度和特异度均为
&''@'̀

*见表
.

*

/@2

!

同源性分析结果
!

9'

株细菌的质谱同源性分为
%

型和

:

型两大类#

%

型
(1

株占
B)@'̀

#

:

型
&B

株占
(.@'̀

#其中

%&

亚型
.&

株占
1.@'̀

'

%.

亚型
&(

株占
.B@'̀

*回顾性分

析发现#未出现过小流行#均为散发病例*

'

!

讨
!!

论

!!

随着广谱抗菌药物的普遍应用#尤其用于治疗多重耐药肺

炎克雷伯菌的碳青霉烯类抗菌药物的广泛使用#

*4\a$

分离

率不断增加和被报道(

&/1

)

*本研究共收集
9'

株
*4\a$

#占同

期临床分离所有肺炎克雷伯菌的
.)@&̀

$

9'

"

&2)

%#

*4\a$

主

要分布于
-*3

'老年综合科和急诊$

)B@'̀

%#其他科室较少

$

&1@'̀

%&标本主要来源于痰
91@'̀

'尿
.'@'̀

和血
&B@'̀

#

与国内报道相似(

.

)

&年龄分布以
B9

岁以上老年患者最多

$

2'@'̀

%#其原因可能与老年患者基础疾病多且严重'免疫力

低下'长期应用多种抗菌药物相关(

&

)

*

*4\a$

的耐药和流行病学特征对指导临床用药和控制

*4\a$

的传播流行意义重大#而产酶菌株除对
)

/

内酰胺类药

物耐药外#对临床常用的抗菌药物如氨基糖苷类'氟喹诺酮类

等常表现为交叉耐药或泛耐药(

&

#

(

#

B

)

*本研究中
*4\a$

除对

替加环素敏感$

&''@'̀

%'阿米卡星耐药$

2'@'̀

%外#对其余抗

菌药物均表现出了较高的耐药性$耐药率均大于
C'@'̀

%#与

国内外报道的基本相同(

./1

)

*

研究认为
*4\a$

的主要耐药机制是产碳青霉烯酶(

./(

#

B/2

)

#

尤其产
%

类肺炎克雷伯菌碳青霉烯酶
\a*

或依赖锌离子的
:

类金属酶
6:+

和质粒介导的
#

类
58%1)

型酶#其中以
\a*

酶

最为多见*本研究对
9'

株
*4\a$

的碳青霉烯酶进行表型筛

选试验#

6bD

和
*-6

筛选
*4\a$

耐药表型的阳性率均为

)1@'̀

#二者的符合率为
C2@B̀

*

*-6

试验的灵敏度和特异

度均为
&''@'̀

#高于
6bD

的
C2@B̀

和
)2@9̀

&

6bD

检测

$#6

型碳青霉烯酶的灵敏度仅
((@(̀

$

&

"

(

%#与报道(

2

)认为

6bD

检测
:

组碳青霉烯酶灵敏度低一致&而
&

株非产碳青霉

烯酶的
*4\a$ 6bD

假阳性#该菌检测到
D06

型耐药基因

$

0,:+

%*可见#

*-6

试验可用来检测肠杆菌科'铜绿假单胞菌

和不动菌属细菌是否产碳青霉烯酶#具有成本低'实用性强#操

作简单不需要专业的设备和技能'快速'结果易判读等#利于实

验室推广*

本研究基因型检测结果显示
1.

株产碳青霉烯酶阳性菌株

中#检测到
\a*

酶
1&

株#另
&

株为产
$#6/&

酶菌株#表明该

院分离
*4\a$

产碳青霉烯酶菌以
\a*

酶为主#经测序均为

\a*/.

型&同时检测到
$#6

'

-6a

'

W-6

和
58%1)

等耐药基

因的存在#其中同时存在
.

种以上耐药基因的菌株
(&

株

$

B.@'̀

%#未检测到任何基因者
9

株$

&'@'̀

%*本研究共检测

-6a

基因阳性
&'

株#具体基因型正在测序中#检测出
B

株

W-6/&

型菌株&携带
$#6/&

基因的肺炎克雷伯菌在我国尚不

多见(

&/.

)

#然而检出率呈逐年增多趋势#该酶在本院临床标本中

的检出应引起临床和实验室注意和重视*

#

类碳青霉烯

酶111

58%

酶在肺炎克雷伯菌中检出最多的为
58%1)

#主要

集中在土耳其#我国鲜有报道(

&/(

)

*本研究检测到
&

株
58%1)

菌株#为本院首次分离和报道#需要在以后的研究中加大样本

量进行筛查和检测该类酶*另外#本研究还检测到
0,:+"

基

因
D06

和
%A

?

*

酶基因
#b%

#二者与碳青霉烯酶共存#导致

了多重耐药的发生*耐药菌株的同源性分析对流行病学调查

具有十分重要的意义#目前常用的被广泛认同的基因分型方法

有脉冲场凝胶电泳$

aeS0

%'多位点序列分型$

6+,D

%'

04-*/

a*4

和随机扩增
#$%

多态性等分子生物学手段(

./(

#

)/&&

)

#但受

限于其耗时长'成本高'操作繁琐等#难以实现快速同源性分

析*

6%+#-/D5e6,

是近年来飞速发展起来的一种新型微

生物鉴定技术#通过分析不同种属微生物保守且独特的蛋白峰

进行种内分型#可在几分钟内完成对可疑细菌鉴定的同时进行

同源性分析(

C/&.

)

#本研究
9'

株细菌的同源性分析显示#本院的

*4\a$

以
%

型为主$

B)@'̀

%#均为散发病例#未出现流行情

况*可见#利用
6,

能够及时对病原监测'感染源监测'传播途

径调查等#符合院内感控工作对病原菌流行病学分型快速有效

的要求#可为医院感控工作及时提供实验室依据*但质谱同源

性分析依据蛋白质谱图分类#与传统分型方法多基于核酸分析

存在明显差异#相关研究相对较少#需分析多重影响因素综合

分析*

综上所述#本院
*4\a$

对临床常用抗菌药物耐药率普遍

较高#多重耐药情况严重$耐药率大于
C'̀

%#主要分布在
-*3

病房&耐药机制中
%

类酶的
\a*/.

基因型是本地区
*4\a$

耐药最常见耐药基因型#同时检测到
#b%

'

$#6

'

-6a

'

W-6

'

D06

和
58%1)

等耐药基因#值得引起临床等相关部门的广

泛关注及重视&

6%+#-/D5e6,

技术能够准确鉴定肺炎克雷

伯菌且可对其进行同源性分析#可满足临床及医院感染工作的

需求#协助防止医院感染的
*4\a$

的暴发与流行*
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