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臭鼻克雷伯和鲍曼不动杆菌中检出
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型金属
"

内酰胺酶基因"
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摘
!

要#目的
!

调查对碳青霉烯类抗菌剂敏感性降低的肠杆菌和鲍曼不动杆菌中
7892(

型金属
"

内酰胺酶基因的存在情

况'方法
!

应用改良
FMJ

L

A

试验和
C8;4

协同试验对
)""1

!

)"("

年本院收集的对碳青霉烯类抗菌剂敏感性降低的肠杆菌和鲍

曼不动杆菌进行碳青霉烯酶筛选'

5$6

法扩增
7892(

基因#并对
5$6

扩增阳性产物进行
874

测序分析'对
7892(

基因阳性

菌株用
5$6

方法检测
=BP4

和
BP?<(!#B674

甲基化酶基因#

G%9

$

#59

$

%95

和
5̂$

碳青霉烯酶基因以及
$

类整合子'

C?A/?/

法进行药敏试验'结果
!

1"

株肠杆菌中
("

株
FMJ

L

A;A/?

和
C8;4

协同试验阳性#

**

株鲍曼不动杆菌中
!

株
C8;4

协同试验

阳性'其中
(

株臭鼻克雷伯和
&

株鲍曼不动杆菌
5$6

扩增出
7892(

型金属
"

内酰胺酶基因目的片段#经测序比对为
7892(

型

基因'其中
(

株臭鼻克雷伯和
(

株鲍曼不动杆菌检测出
=BP4

型
(!#B674

甲基化酶基因#

(

株鲍曼不动杆菌检测出
)"""I

Q

左

右的
$

类整合子#未检出除
7892(

型外的其他碳青霉烯酶基因'

7892(

基因阳性菌除对替加环素$多黏菌素
<

敏感外#对其他

检测的抗菌剂均耐药'结论
!

臭鼻克雷伯和鲍曼不动杆菌中存在
7892(

型金属
"

内酰胺酶基因#有的携带
=BP4

型
(!#B674

甲基化酶基因和
$

类整合子#为该地区首次报道'
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!

7892(

型金属
"

内酰胺酶基因*

!

抗药性#细菌*

!

革兰氏阴性菌

!"#

*

("+&,!,

+

-

+.//0+(!1&23(&"+)"((+(&+""&

文献标识码#

4

文章编号#

(!1&23(&"

!

)"((

"

(&2(3"12"&

!/./-..1?3?>(/E!/7@1=/.,77?*

!

*7,-.,=,2/(

4

/3/13D7/+21/77,?F,/3,/,3<A-13/.?+,-./0+,5=,3311

D')

.

D&)(1&

!

D1-$&

5

1)

!

!"')

.

E1&"#)

.

!

6"1)-$&/&)

.

!

!"#$%&'#(&')

$

(

+1

2

'34(1)4#

5

6/&)&7'/*'8#3'4#3

,

!

9$')

.

:"#$;&3<4=$)&7&

2

'/>1#

2

/1?<-#<

2

&4'/

!

9$')

.

:"#$*("('"

!

6"&)'

)

A+2.0,-.

*

"+

B

/-.1C/

!

;M.0SA/?.

L

=?A?NA

Q

BAS=@A0>AMU7892(

L

A0A.0PK@?.JBK

L

2BA/./?=0?C0?ABMI=>?AB.=>A=A=0J4>.0A?MI=>?AB

I=KP=00..+)/.@?<2

!

$=BI=

Q

A0AP=/A/VABA/>BAA0AJI

O

9MJ.U.AJFMJ

L

A;A/?=0JC8;42J./Z/

O

0AB

LO

?A/?+;NAA0>MJ.0

LL

A0A/MU

7892(V=/=P

Q

@.U.AJI

O

5$6=0J874/A

b

KA0>.0

L

+C0>MJ.0

LL

A0A/MU(!#B674PA?N

O

@=/A

!

G%9

!

#59

!

%95=0J 5̂$

L

A0AV=/

=P

Q

@.U.AJI

O

5$6=0J874/A

b

KA0>.0

L

+40?.I.M?.>/K/>A

Q

?.I.@.?.A/VABA=//A//AJI

O

C?A/?/+;/257.2

!

("MU1"./M@=?A/C0?ABMI=>?AB.2

=>A=AVABA

Q

M/.?.SAI

O

FMJ

L

A;A/?=0JC8;42J./Z/

O

0AB

LO

?A/?

!

!MU**./M@=?A/4>.0A?MI=>?ABI=KP=00..VABA

Q

M/.?.SAI

O

C8;42

J./Z/

O

0AB

LO

?A/?+dU?NA/A()*C0?ABMI=>?AB.=>A=A=0J4>.0A?MI=>?ABI=KP=00..

!

( @̂AI/.A@@=MX=A0=A=0J&4>.0A?MI=>?ABI=KP=00..

VABA7892(

Q

M/.?.SAI

O

5$6=0J874/A

b

KA0>.0

L

+( @̂AI/.A@@=MX=A0=A=0J(4>.0A?MI=>?ABI=KP=00..VABA=BP4(!#B674

PA?N

O

@=/A

L

A0A

Q

M/.?.SA+?NA/?B=.0>=BB

O

.0

L

7892(

L

A0AV=//A0/.?.SA?M

Q

M@

O

P

O

T.0<=0J?.

L

A>

O

>@.0A+:?3-7521?3

!

@̂AI/.A@@=MX=A2

0=A=0J4>.0A?MI=>?ABI=KP=00..>=BB

O

7892(

L

A0A

!

;N././?NAU.B/?BA

Q

MB?MU7892(.0:K=0

L

XNMK+

D/

8

E?0<2

*

>=BI=

Q

A0AP=/A/

-

!

7AV8A@N.PA?=@@M2

"

2@=>?=P=/A(

L

A0A

-

!

JBK

L

BA/./?=0>A

!

I=>?AB.=@

-

!L

B=P20A

L

=?.SAI=>?AB.=

!!

碳青霉烯类抗菌剂是临床治疗革兰阴性杆菌引起的严重

感染最强有力的抗菌剂!具有抗菌谱广"抗菌作用强和对大部

分
"

内酰胺酶稳定的特点!特别是超广谱
"

内酰胺酶(

C#<D/

)

和头孢菌素酶(

4P

Q

$

)#但随着该类药物的广泛使用!细菌产

生多种碳青霉烯酶而表达耐药.

(

/

#特别是
)"",

年
EM0

L

等

.

)

/报道了产生
7892(

(

7AV8A@N.PA?=@@M2

"

2@=>?=P=/A(

)型金

属
"

内酰胺酶的肠道杆菌!即$超级细菌%!引起了全球的广泛

关注#作者收集
)""1

!

)"("

年本院对碳青霉烯类抗菌剂敏感

性降低的肠道杆菌和鲍曼不动杆菌进行相关检测!结果报道

如下#

$

!

材料与方法
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菌株来源
!

收集
)""1

!

)"("

年本院临床分离对厄它培

南
9%$

#

)

#

L

+

PD

(

G.?AZ)

检测)肠道杆菌
1"

株和亚胺培南

9%$

#

(!

#

L

+

PD

的鲍曼不动杆菌
**

株!所有菌株均经法国生

物梅里埃公司的
45%

鉴定条或
G.?AZ)

仪器进行鉴定#

$+%

!

试剂与仪器
!

5$6

反应所用试剂购自大连宝生物有限

公司!引物由广州英骏生物技术有限公司合成#

5$6

扩增仪

和电泳仪为美国
<.M26=J

公司产品#

45%

鉴定条和
G.?AZ)

细

菌自动鉴定药敏系统为生物梅里埃公司产品#
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碳青霉烯酶表型筛选
!
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)

FMJ

L

A

试验*按照
$D#%

的改

良法进行.
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)

C8;4

协同试验*
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麦氏单位的待检菌涂

布
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平板!贴两张亚胺培南纸片!相距
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!
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!其中一

张纸片上面滴加
"+*PM@

+

DC8;4("

#

D

!

&*`

过夜培养!亚

胺培南加
C8;4

与亚胺培南纸片抑菌圈之差大于或等于

*PP

者为金属酶阳性 #

$+'

!

细菌
874

的提取
!

)3N

培养后纯菌于
)PD92F

肉汤

中过夜培养后!离心收集细菌沉淀#用生理盐水洗涤细菌后!

加非离子去污剂
7523"

和蛋白酶
^

混匀!

**`

水浴消化
)

!

&N

#取出消化好的细菌
,*`

煮沸
("P.0

后!离心取上清液

为模板#
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*引物序列后括号内的数字表示在参考基因
[7&,!'1!

中的位

置(

7892(

)#

&

*

$

类整合子产物片段大小不定#

$+G

!

7892(

型基因检测
!

国家
$8$

提供并参考
:A0<=0Z

中

基因(序列号为
[7&,!'1!

)设计
)

对引物!见表
(

#引物
7892

(

(

(

)和
7892(

(

)

)!用
7892(

(

)

)的正向序列
[)

和
7892(

(

(

)

6(

组成第
&

对引物
7892(

(

&

)#

5$6

反应产物琼脂糖凝

胶电泳后!凝胶成像系统成像保存#扩增出目的片段的
5$6

扩增产物送广州英骏生物技术有限公司进行双向测序!测得序

列采用
:A0<=0Z

中的
<@=/?

程序进行同源分析#

$+H

!

7892(

基因阳性菌株的相关检测
!

5$6

检测
(!#

B674

甲基化酶基因和其他碳青霉烯酶基因及
$

类整合子!相

关引物见表
(

#

C?A/?/

法进行药敏试验#

$+I

!

查阅病例资料
!

查阅分离出
7892(

基因阳性菌株的患

者病历#

%

!

结
!!

果

%+$

!

表型检测结果
!

1"

株肠杆菌中
("

株
FMJ

L

A;A/?

和
C82

;4

协同试验阳性-

**

株鲍曼不动杆菌中
!

株
C8;4

协同试

验阳性#

%+%

!

7892(

基因
5$6

检测结果
!

()*

株细菌中!

(

株臭鼻克

雷伯(

(!

号标本)和
&

株鲍曼不动杆菌(

3(

"

!*

"

1"

号标本)均扩

增出目的片段#见图
(

!

)

#

%+&

!

7892(

基因测序及比对结果
!

在
7$<%<D4#;

比对!

(!

号菌株第
(

"

)

"

&

对引物和
3(

号第
(

"

)

对引物以及
!*

"

1"

号

的第
&

对引物测得序列均为
7892(

基因!与
:A0<=0Z

核酸数

据库上公布的(

[7&,!'1!

和
Fe)*,"*1

)序列同源性为
(""W

!

其中
(!

"

!*

号菌株的
7892(

基因序列已提交
:A0<=0Z

#

%+'

!

其他
5$6

检测结果
!

(!

"

3(

号菌株检出
=BP4(!#B674

甲基化酶基因!经测序比对与
:A0<=0Z

核酸数据库公布的
=B2

P4

基因(

F9*1""31

)序列同源性为
(""W

#

!*

号菌株检出

)"""I

Q

左右的
$

类整合子!未检测出除
7892(

型外的其他

碳青霉烯酶基因#

%+G

!

病例资料
!

病例资料分析见表
)

#

表
)
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病例资料

项目
(!

号
3(

号
!*

号
1"

号

病区 呼吸 呼吸
%$]

泌尿内科

菌株分离时间(年+月+日)

",

+
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+

) ("

+

&

+

( ("

+

1

+

)" "'

+

'

+

)

入院时间(年+月+日)

",

+

((

+

)& ("

+

)

+

, ("

+

1

+

(& "'

+

1

+

(3

诊断 肺炎"糖尿病 呼吸衰竭"糖尿病 脑出血 肾功能不全

菌株来源 中段尿 痰 痰 中段尿

抗菌剂治疗 头孢他啶 哌拉西林+他唑巴坦 左氧氟沙星 头孢哌酮+他唑巴坦

出院时间(年+月+日)

",

+

()

+

,

康复出院
("

+

&

+

&

放弃治疗出院
("

+

'

+

('

出院
"'

+

'

+

!

好转出院
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*

874

标准带-

(

"

3

*

(!

和
3(

号菌株引物
7892

(

&

)的产物-

)

"

*

*

(!

号和
3(

号菌株
7892(

(

(

)引物的扩增产物-

!

*阴性对照#

图
(

!!

5$6

产物电泳图一

!!

9

*

874

标准带-

(

"

)

*

(!

号菌株引物
7892(

(

(

)和
7892(

(

)

)的

扩增产物-

&

"

3

*

3(

号菌株引物
7892(

(

(

)和
7892(

(

)

)的扩增产物-

*

*阴性对照#

图
)
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产物电泳图二
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药敏结果
!

见表
&

#

表
&
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药敏结果$

9%$

值"

#

L

%

PD

&

抗菌剂
(!

号
3(

号
!*

号
1"

号

头孢他啶
%

)*!

%

)*!

%

)*!

%

)*!

阿米卡星
%

)*!

%

)*! ()' &)

环丙沙星
%

&)

%

&)

%

&)

%

&)

哌拉西林+他唑巴坦
%

)*!

%

)*!

%

)*! &)

头孢哌酮+舒巴坦
%

)*! !3 &) ()

亚胺培南
()

%

&)

%

&)

%

&)

头孢吡肟
%

)*! (,)

%

)*!

%

)*!

多黏菌素
< (+* "+* "+* "+*

氨曲南
%

)*! )3 (! '

替加环素
& (+* ) "+1*

&

!

讨
!!

论

)"",

年
EM0

L

等.

)

/报道!从一个曾在印度就医的糖尿病患

者尿液标本中分离
(

株产
7892(

型金属
"

内酰胺酶的肺炎克

雷伯菌!因为该菌株对目前应用于临床的几乎所有抗菌剂耐

药!而被称为$超级细菌%!引起了全社会的广泛关注#

)"("

年

印度和英国的微生物学家对印度和英国
)""&

和
)"",

年分离

的菌株中携带
7892(

型金属
"

内酰胺酶基因的情况进行了检

测.

3

/

!发现印度南部的
$NA00=.

地区!

)"",

年
&*)(

株中有
(3(

株显示为对碳青霉烯酶类抗菌剂耐药!其中
33

株
7892(

基

因检测阳性#同一时期!在印度北部的
F=B

O

=0=

地区!

(,'

株

细菌中
31

株耐药!

)!

株为
7892(

基因检测阳性#英国
)""'

年首次检测出
7892(

基因!

)"",

年!产碳青霉烯酶的肠杆菌

中
33W

为
7892(

型金属
"

内酰胺酶#中国
)"("

年
("

月各

种媒体报道检测出
&

株携带
7892(

型金属
"

内酰胺酶基因的

菌株!本研究发现
3

株携带
7892(

型金属
"

内酰胺酶基因的

菌株!为广州地区首次报道#

1"

号菌株感染者的病历资料表明!携带
7892(

型金属
"

内酰胺酶基因的菌株早在
)""'

年
1

!

'

月就存在!也就是说!

所谓$超级细菌%在中国
)""'

年就已经存在#因此!超级细菌

起源于印度的说明有待进一步考证#

近年来!不动杆菌对碳青霉烯酶类抗菌剂耐药的出现和增

加!给临床感染的治疗和控制带来了困难!耐药机制也成了研

究的热点.

*

/

#本研究对
**

株对碳青霉烯类高度耐药的泛耐药

鲍曼不动杆菌进行检测!发现
&

株携带
7892(

型金属
"

内酰

胺酶基因!说明
7892(

型金属
"

内酰胺酶是泛耐药鲍曼不动

杆菌中主要的金属
"

内酰胺酶之一#

据文献报道!产碳青霉烯酶是革兰阴性杆菌对碳青霉烯类

抗菌剂的主要耐药机制之一.

!

/

!所以本实验检测了其他类型的

碳青霉烯酶基因!通过
5$6

检测这些
7892(

型基因阳性菌株

不携带其他类型的碳青霉烯酶基因#

(!#B674

甲基化酶能

保护细菌的
(!#B674

!对几乎所有氨基糖苷类抗菌剂高水平

耐药.

1

/

#这些
7892(

型基因阳性的菌株中!

(!

和
3(

号同时

携带
=BP4

型
(!#B674

甲基化酶基因!其耐药表型是相对应

的对氨基糖苷类抗菌剂高水平耐药!通过对
$

类整合子的检

测.

'

/

!发现
!*

号菌株携带
)"""I

Q

左右的
$

类整合子!送英骏

生物技术有限公司进行双向测序!测序不成功!相关研究还在

进行中#

3

株
7892(

型金属
"

内酰胺酶基因阳性菌株分离时间为

)""'

年
'

月至
)"("

年
1

月!耐药表型有所不同!如
(!

号和
3(

号不同于另外
)

株菌对阿米卡星高水平耐药!

(!

号菌株对亚

胺培南的
9%$

为
()

#

L

+

PD

!不同于其他
&

株菌的高水平耐

药#

3

株菌分离自
&

个不同的病区!为散发病例#通过查阅病

历资料!分离出
(!

号臭鼻克雷伯菌株的患者!和
EM0

L

等.

)

/首

次报道患者有类似的病史!同样为糖尿病患者-分离出鲍曼不

动杆菌菌株的患者!疾病危重!为易感人群#因此!加强对产

7892(

型金属
"

内酰胺酶细菌的监测!加强抗菌剂的合理使

用和加强医院感染预防与控制!是必须切实做好的预防措施#
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