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Q$BK$JX

试验中的影响评价"
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江苏省无锡市第二人民医院检验科
!

#'!""#

&

#,

江苏大学医学院医学检验系!江苏镇江
#'#"'*

&

*,

江南大学附属无锡市第四人民医院检验科!江苏无锡
#'!""#

#

!!

摘
!

要"目的
!

评估西司他汀对肠杆菌科细菌
Q$BK$JX

试验的影响$方法
!

选取无锡市第二人民医院%无锡市第四人民医

院
#"')

年
'\'#

月肠杆菌科细菌非重复菌株
')*

株!分别以亚胺培南标准品%亚胺培南(西司他汀为底物进行
Q$BK$JX

试验$

结果
!

按照美国临床实验室标准化协会标准选取碳青霉烯类耐药肠杆菌科细菌
V*

株!以亚胺培南标准品%亚胺培南(西司他汀分

别为底物检测时
Q$BK$JX

试验诊断产碳青霉烯酶的肠杆菌科细菌的敏感度%特异度均为
'"".

&二者所有试验均在
':

内完成检

测$结论
!

以亚胺培南标准品%亚胺培南(西司他汀为底物时
Q$BK$JX

试验均能快速%准确筛查出产碳青霉烯酶的肠杆菌科细

菌!以亚胺培南(西司他汀为底物时成本低!西司他汀对
Q$BK$JX

试验无影响$

关键词"碳青霉烯酶&

!

Q$BK$JX

试验&

!

西司他汀&
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肠杆菌科细菌
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多重耐药的肠杆菌科细菌不仅可以造成院内感染#还可以

造成社区感染的暴发流行)

'+#

*

(多重耐药的肠杆菌科细菌对亚

胺培南'厄他培南'美罗培南等碳青霉烯类耐药的菌株在临床

上检出日益增多#重症患者一旦被感染#治疗手段有限#死亡概

率高#因此#及时有效的治疗及有效控制感染显得尤为重要)

*

*

(

一旦分离出可疑菌株#及时高效地表型确认试验显得尤为需

要(

Q$BK$JX

试验是
#"'#

年法国团队研发报道的碳青霉烯

类耐药肠杆菌$

QR%

%表型确认试验(该团队以亚胺培南标准

品为底物#由于比较昂贵#

#"'#

年后部分研究者采用价格便宜

'"

倍的亚胺培南"西司他汀进行试验#但是西司他汀存在稳定

性差的问题#要求每次试剂要现配)

!

*

(本研究探讨亚胺培南"

西司他汀在进行
Q$BK$JX

试验时对检测结果的影响#现报道

如下(

$

!

材料与方法

$,$

!

菌株来源
!

选取无锡市第二人民医院'无锡市第四人民

医院
#"')

年
'\'#

月
QR%

非重复菌株
V*

株#同时选取碳青

霉烯类敏感肠杆菌$

QO%

%

V"

株作为对照组#标本包括痰液'血

液'尿液'引流液'胸腔积液'腹水等(细菌鉴定及药敏试验采

用
UL1%b#+;2?

@

$;8

进行检测(药敏试验结果解释参照美国

临床实验室标准化协会$

QSOL

%的
G'""+O#-

)

-

*标准(质控菌

株为大肠埃希菌
01QQ#-/##

'肺炎克雷伯菌
01QQ("")"*

(

$,/

!

仪器与试剂
!

德国
%

@@

64A2B>

公司的聚合酶链反应

$

XQR

%仪'

1:6B?2

公司的凝胶成像仪'徐州微科曼生物工程的

XQR

检测试剂'

1:6B?2

公司的酚红试剂'美国
O3

9

?$

公司的

硫酸锌七水合物'杭州默沙东制药的亚胺培南"西司他汀'中国

药品鉴定所的亚胺培南(

$,'

!

Q$BK$JX

试验

$,',$

!

操作流程
!

设置
#

个
%X

管分别为试验管和对照管(

用
'"

$

S

接种环挑取约
'

个接种环量的细菌#分别加入
'""

$

S

细菌蛋白抽提液#混悬振荡后#分别加入
0

'

Z

检测液#前面

",-:

每隔
'"?34

观察结果#

",-:

后每隔
*"?34

观察结果至

孵育
#:

(阳性结果颜色由红色变成橙色或黄色(

$,',/

!

试剂的配制
!

Q$BK$JX

试验与
Q$BK$JX

直接纸片法

的检测液配方相同#分为
0

'

Z

级两种试剂(具体如下(

0

液!

","-.

酚红溶液
['V"

$

S

的
",'??2<

"

S

硫酸锌$

4̂OY

!

%水

溶液)

",'?2<

"

S

氢氧化钠$

J0YF

%及
'".

盐酸$

FQS

%调
@

F

+

)(-*

+

检验医学与临床
#"'(

年
'#

月第
'!

卷第
#!

期
!

S$KG6AQ<34

!

T6;6?K6B#"'(

!

U2<,'!

!

J2,#!

"

基金项目!江苏省无锡市科技支撑项目$

QO%*'J')"#

%(

!!

作者简介!万林#女#技师#主要从事微生物耐药方面的研究(

!

#

!

通信作者#

%+?$3<

!
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为$

(,VW",'

%*(

Z

液!每毫升
0

液中含有终浓度为
)?

9

"

?S

的亚胺培南"西司他汀(

$,1

!

基因检测及测序
!

水煮法提取细菌
TJ0

#

XQR

扩增常

见的碳青霉烯酶基因#具体信息见表
'

(

XQR

体系!

1$

h

酶$

-

H

"

$

S

%

",#-

$

S

'

'"kXQR

缓冲液
-

$

S

#

AJ1X

缓冲液$

#,-

??2<

"

S

%

!

$

S

'模板
TJ0'

$

S

'上下游引物$

#"

$

?2<

"

S

%各
'

$

S

#无核酸酶水补足至
-"

$

S

(

XQR

扩增程序!

/-l

预变性
#

?34

#

/-l

变性
*"7

#

-Vl

退火
*"7

#

(#l

延伸#共
*-

个循环#

(#l

延伸
'"?34

(扩增的产物作为
',-.

的琼脂糖凝胶进行

电泳#经凝胶成像系统显像观察结果(

XQR

阳性产物测序委

托英潍捷基$上海%生物技术有限公司完成#测序结果在
&64

9

+

Z$4N

数据库中比对确定基因型(

表
'

!!

XQR

检测的引物序列及温度

基因 引物名称 引物序列$

-j+*j

% 扩增长度$

K

@

% 退火温度$

l

%

KC4

bXQ

bXQ+a 01&1Q0Q1&101Q&QQ&1Q10 VV# -)

bXQ+R 110Q1&QQQ&11&0Q&QQQ00

KC4

OG%

OG%+a 00Q&&Q11Q011111&1110& V*" -)

OG%+R &Q11QQ&Q0010&111101Q0

KC4

&%O

&%O+a 01&Q&Q11Q011Q0Q&Q0Q V!) -(

&%O+R Q10111&1QQ&1&Q1Q0&&

KC4

LGX

LGX+a Q&&QQbQ0&&0&G&bQ11 -V( -(

LGX+R 00QQ0&1111&Qi110Qi01

KC4

ULG

ULG+a &QGQ11Q1Q&Q&&0&011&0 #-( -/

ULG+R 1&Q&Q0&Q0QQR&&010&0

KC4

JTG+'

JTG+'+a 1QQ11&01Q0&&Q0&QQ0QQ -/' )!

JTG+'+R Q&Q0110&QQ&Q1&Q011&0

KC4

Yd0+!V

Yd0+!V+a &Q11&01Q&QQQ1Q&011 #V' -(

Yd0+!V+R &0111&Q1QQ&1&&QQ&000

/

!

结
!!

果

/,$

!

基因检测结果
!

')*

株肠杆菌科细菌中#

QR%

中
bXQ

'

OG%

'

&%O

等为常见的基因型#

bXQ+#

型肠杆菌科细菌
(V

株#

JTG+'

型肠杆菌科细菌
*

株#

LGX+!

型弗氏柠檬酸杆菌
'

株#

'

株未检出碳青霉烯酶(

XQR

阳性菌株的产物纯化后测序#肠

杆菌科细菌电泳图见图
'

(

!!

注!

G

为
G+TJ0

标准带&

'

为
KC4

bXQ

阳性的肺炎克雷伯菌&

#

为

KC4

JTG

阳性的大肠埃希菌&

*

为
LGX

阳性的弗氏柠檬酸杆菌&

!

为

01QQZ00+'("-

阳性对照&

-

为
01QQZ00+'("

&

)

为阴性对照

图
'

!!

肠杆菌科细菌电泳图

/,/

!

Q$BK$JX

试验结果

/,/,$

!

亚胺培南标准品为底物的试验结果
!

产
bXQ+#

酶的

QR%

菌株
Q$BK$JX

试验均为阳性#均在
)"?34

内由红色变成

黄色#产
JTG+'

酶的肠杆菌科细菌
Q$BK$JX

试验均为阳性#

且主要为大肠埃希菌#均在
-?34

内由红色变为黄色#

QR%

中

'

株
JQX%

菌株结果为阴性#

QO%

的菌株
Q$BK$JX

试验均为

阴性(

QO%

组
/"

株
Q$BK$JX

试验全部阴性#具体结果见

表
#

(

/,/,/

!

亚胺培南"西司他汀为底物的试验结果
!

试验结果与

亚胺培南标准品为底物的试验结果一致(

V#

株产碳青霉烯酶

的肠杆菌科细菌$

QX%

%基因阳性的
QR%

#

Q$BK$JX

试验均为

阳性#产
bXQ+#

酶的
QR%

菌株均在
)"?34

内由红色变成黄

色#产
JTG+'

酶的肠杆菌科细菌主要为大肠埃希菌#均在
-

?34

内由红色变为黄色#

QR%

组中
'

株
JQX%

菌株结果为阴

性#

QO%

的菌株
Q$BK$JX

试验均为阴性(

QO%

中
V"

株
Q$BK$

JX

试验全部阴性#见表
#

(

/,/,'

!

亚胺培南"西司他汀'亚胺培南标准品为底物结果比

较
!

以亚胺培南"西司他汀为底物进行
Q$BK$JX

试验的结果

与亚胺培南标准品为底物的结果比较
b$

@@

$

为
'

#两种底物的

Q$BK$JX

试验在各类肠杆菌科细菌中结果完全一致#见表
#

(

表
#

!!

肠杆菌科细菌碳青霉烯酶表型试验结果

菌株名称 基因型
菌株数

$株%

Q$BK$JX

试验)

,

$

.

%*

亚胺培南

标准品

亚胺培南"

西司他汀

肺炎克雷伯菌
bXQ+# )" )"

$

'""

%

)"

$

'""

%

非产碳青霉烯酶
-' "

$

"

%

"

$

"

%

大肠埃希菌
bXQ+# * *

$

'""

%

*

$

'""

%

JTG+' * *

$

'""

%

*

$

'""

%

非产碳青霉烯酶
*" "

$

"

%

"

$

"

%

产气肠杆菌
bXQ+# # #

$

'""

%

#

$

'""

%

阴沟肠杆菌
bXQ+# # #

$

'""

%

#

$

'""

%

弗氏柠檬酸杆菌
bXQ+# ' '

$

'""

%

'

$

'""

%

LGX+! ' '

$

'""

%

'

$

'""

%

液化沙雷菌
bXQ+# # #

$

'""

%

#

$

'""

%

黏质沙雷菌
bXQ+# V V

$

'""

%

V

$

'""

%

+

((-*

+

检验医学与临床
#"'(

年
'#

月第
'!

卷第
#!

期
!

S$KG6AQ<34

!

T6;6?K6B#"'(

!

U2<,'!

!

J2,#!



'

!

讨
!!

论

!!

QR%

产生的碳青霉烯酶分为
*

组#即
0

'

Z

'

T

组#本研究

')*

株肠杆菌科细菌包括
V*

株
QR%

和
V"

株
QO%

(

V*

株
QR%

包括
QX%V#

株及非产碳青霉烯酶肠杆菌
'

株(

V#

株
QX%

中

(V

株产
0

组
bXQ+#

酶#

*

株产
Z

组酶#

'

株
LGX+!

型弗氏柠檬

酸杆菌(产
Z

酶的均为大肠埃希菌&未检测到
T

组的碳青霉

烯酶(

Q$BK$JX

试验是
#"'#

年
J2BA?$44

团队研发的一种快

速表型试验#试验原理采用酶粗提物与亚胺培南的水解反应#

酸性产物可以使酚红变色#

#"'-

年
Q$BK$JX

试验被
QSOL

推

荐使用)

-+)

*

(

#"'#\#"')

年世界各地的研究者对该试验进行

验证和改进)

(+V

*

#改进试验包括!

1:6Zi& Q$BK$

试验)

/+'"

*

'

Z<=6+Q$BK$

试验)

''+'#

*

'

Q$BK$JXA3B6;8

试验等)

'*

*

#这些改进试

验主要集中在几个方面!简化试验流程&更改蛋白抽提液#改变

指示剂&成品试剂盒规范试验流程&提高敏感度等(但是对反

应底物是亚胺培南标准品还是亚胺培南"西司他汀很少有文献

做过比较(本研究采用亚胺培南标准品及亚胺培南"西司他汀

作为底物进行
Q$BK$JX

试验并比较二者的差异#研究数据显

示二者无差异(

采用亚胺培南"西司他汀替进行
Q$BK$JX

试验#降低了试

验成本(亚胺培南"西司他汀的构成比是
'm'

#在配制时选取

的浓度是
'#?

9

"

?S

#相当于亚胺培南标准品
)?

9

"

?S

(以二

者作为底物进行
Q$BK$JX

试验#在
)"?34

内出现阳性结果#

试验简单'快速'方便#并且在常规实验室中用于碳青霉烯酶检

测非常便宜(

试验从血平板培养基或
GF

培养基上直接挑取菌落)

'!

*

#

而麦康凯等选择性平板培养基上的菌落在进行纸片法检测时

阳性率降低#因此#选择性培养基不适合进行
Q$BK$JX

试验(

本研究肠杆菌科细菌的耐药菌株主要产
bXQ+#

'

JTG+'

型酶#

无其他酶型菌株检出(目前产的
T

组我国相对报道较少#世

界范围内
T

组酶主要在土耳其'摩洛哥等高发流行)

'-+')

*

#后续

研究中应继续收集更多的菌株(

西司他汀对
Q$BK$JX

试验的结果无影响#但是由于本研

究菌株数有限#需要进一步扩大样本量及获得更多的基因型来

验证(

Q$BK$JX

试验能在
)"?34

内检测出产酶菌株#检测成

本低#操作方便简单#特别是采用亚胺培南"西司他汀作为底

物#其成本更低#试验更具可行性#适合在临床微生物学实验室

开展(
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