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摘
!

要"目的
!

调查本院肠杆菌科细菌产碳青霉烯酶的情况$方法
!

收集
(&7&

年
7

!

%

月临床分离的肠杆菌科细菌!采用

f/[

纸片法进行药敏试验!以三代头孢菌素&亚胺培南&美罗培南为检测药物!筛选出可能产碳青霉烯酶的菌株
7(&

株!采用改良

的
e?H

I

@

试验进行确证$结果
!

在
7(&

株耐一种或多种三代头孢菌素!提示可能产生碳青霉烯酶的肠杆菌科细菌中!通过表型

确证试验确证为阳性的细菌有
=

株!肺炎克雷伯菌
(

株!大肠埃希菌
7

株!弗劳地枸橼酸杆菌
7

株$结论
!

表型确证试验阳性的

细菌中!如需准确辨别亚型!最好用分子生物学方法检测基因序列$

关键词"肠杆菌科'

!

碳青霉烯酶'

!

表型确证试验
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近年来#临床上对碳青霉烯类耐药的细菌多为非发酵菌如

鲍曼不动杆菌*铜绿假单胞菌*嗜麦芽窄食单胞菌等#肠杆菌科

细菌很少见'但近年来#出现了越来越多的对碳青霉烯类抗菌

剂耐药的肠杆菌科细菌#引起了世界各国抗感染专家和临床微

生物工作者的极大关注(

7

)

'在美国#甚至报道有碳青霉烯类抗

菌剂耐药的肺炎克雷伯菌流行(

(

)

'根据
(&&.

年临床实验室标

准化委员会$

)*"+

%规定#肠杆菌科细菌初筛试验阳性#即对
7

种

或多种头孢菌素耐药而碳青霉烯类药物在敏感范围内#提示可

产生碳青霉烯酶'本研究以本院
(&7&

年分离
7(&

株初筛试验

阳性的肠杆菌科细菌为研究对象#检测碳青霉烯酶产生情况'

B
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材料与方法

B8B

!

材料

B8B8B

!

菌株来源
!

收集本院
(&7&

年
7

!

%

月临床标本中分离

出的耐一种或多种三代头孢菌素*亚胺培南和美罗培南敏感的

肠杆菌科细菌
7(&

株#无重复株'其中大肠埃希菌
>(

株*肺炎

克雷伯菌
(.

株*产酸克雷伯菌
=

株*阴沟肠杆菌
'

株*产气肠

杆菌
(

株*弗劳地枸橼酸杆菌
(

株'标本来源痰液标本
'$

份*

尿液标本
$.

份*生殖道分泌物标本
7&

份*血标本
=

份*引流液

7

份'所有菌株均经
!-+(&,

鉴定'
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!

抗菌剂药敏纸片
!

头孢他啶*头孢噻肟*头孢曲松*头

孢吡肟*亚胺培南*美罗培南纸片均为英国
0S?:H

公司产品'

B8B8D
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Ue

琼脂
!

博赛生物技术股份有限公司生产'

B8B8E

!

质控菌株
!

大肠埃希菌
!#))(%.((

和肺炎克雷伯菌

!#))[!!/7<&%

为 阳 性 对 照 菌 株' 肺 炎 克 雷 伯 菌

!#))<&&$&'

为阴性对照菌株'
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!

方法

B8C8B

!

碳青霉烯酶初筛试验
!

采用
f/[

纸片琼脂扩散法#对多

种三代头孢菌素和亚胺培南*美罗培南进行药敏实验#根据
)*"+

标准进行判断#挑选一种或多种三代头孢菌素耐药*亚胺培南和美

罗培南敏感#提示可能产生碳青霉烯酶的肠杆菌科细菌'
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改良
e?H
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@

试验(

'

)

!

$

7

%用大肠埃希菌
!#))(%.((

$指示菌%在肉汤或生理盐水制备
&8%

麦氏单位标准菌悬液$使

用直接菌落悬液法或生长法%#再用盐水或肉汤
7a7&

稀释'

按常规纸片扩散法程序接种
Ue

琼脂#在平板表面放置一张

美罗培南纸片使平板干燥
'

!

7&3:;

'$

(

%使用
7&

&

*

接种环

或拭子#挑取在血琼脂平板过夜生长的
'

!

%

个试验菌落或质

控菌株#从纸片边缘向外划直线接种#划线至少有
(&

!

(%33

长'

'%g

孵育
7$

!

(&D

后检查
Ue

琼脂#在抑菌环与试验菌

株或质控菌株划线交叉处出现增强生长为产碳青霉烯酶阳性#

无增强生长为产碳青霉烯酶阴性#见图
7

'

图
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临床分离株改良
e?H
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@

试验

C

!

结
!!

果

在筛选的
7(&

株肠杆菌科细菌中#都是对一种或多种三代

头孢菌素耐药#但亚胺培南和美罗培南均在敏感范围内'对这

些可能产生碳青霉烯酶的肠杆菌科细菌#通过改良
e?H

I

@

试

验进行确证试验后#发现阳性结果的菌株有
=

株#其中肺炎克

雷伯菌
(

株#大肠埃希菌
7

株#弗劳地枸橼$下转第
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素和
+*/7&

呈明显负相关$
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不同程度
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患儿的血清脂联素和
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比较#

, Â

%

组别
%

脂联素$
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I

"

*
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+*/7&

$
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I
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*

%

健康对照组
'& =78((̂ %8(& 7<877̂ 7&8&(

轻度组
77 '<8%=̂ $8$& '<8&$̂ <8('

中度组
'' (=8&<̂ $8.7 %&8(&̂ .8(<

重度组
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B ]
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脂联素是新近发现的由脂肪细胞分泌的特异性蛋白#参与

胎儿生长发育的调节(

'

)

'在诸多脂肪细胞因子中脂联素的血

浆水平最高#其在血管功能调控中发挥重要作用(

=

)

'脂联素具

有促进缺氧缺血状态下血管再生的功能'这种功能可能是通

过单磷酸腺苷激活蛋白激酶信号转导通路来实现的'本研究

显示#

e+,

组出生
(=D

内血清脂联素水平低于健康对照组&血

清脂联素水平随
e+,

加重而降低#各组比较差异均有统计学

意义'提示脂联素可以反映
e+,

患儿脑损伤的程度#对病情

的监测有一定的意义'

e+,

的炎性反应是一个极为复杂的过程#多种免疫细胞

和免疫因子参与其中'

+*/7&

是一种单链糖蛋白#相对分子质

量$
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!

=&

%

_7&

'

#要由
#D(

细胞产生'

+*/7&

是细胞免疫反

应抑制剂#参与
e+,

的病理生理过程'

+*/7&

在体外可抑制白

细胞和小胶质细胞分泌
+*/7

*

+*/$

和肿瘤坏死因子
-

$

#Wd/

-

%

等细胞因子#抑制白细胞聚集和趋化因子的产生(

%

)

#并能减轻

大脑缺血后的迟发性损伤#提示
+*/7&

具有神经保护作用(

$

)

'

+*/7&

可抑制氧自由基的合成从而起到保护作用(

<

)

'故测定

+*/7&

对病情的监测具有一定意义(

>

)

'本研究显示#

e+,

组出

生
(=D

内血清
+*/7&

水平高于健康对照组&血清
+*/7&

水平随

e+,

加重而增高#各组比较差异均有统计学意义&提示血清

+*/7&

可反映了
e+,

患儿脑损伤的程度#对病情的监测有一定

的意义'

本研究显示#

e+,

患儿重度组*中度组*轻度组血清脂联

素和
+*/7&

均呈显著负相关'说明
e+,

患儿血清
+*/7&

等细

胞因子水平的升高刺激了脂联素参与抗感染反应#从而导致脂

联素水平降低'因此#血清脂联素和
+*/7&

可作为临床早期判

断
e+,

患儿的疗效和判定病情严重程度的实验室指标'
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酸杆菌
7

株'这些阳性菌株对三代和四代头孢菌素全部耐药#亚

胺培南和美罗培南的抑菌圈直径在
7$

!

((33

之间#见表
7

'

表
7

!!

碳青霉烯酶阳性菌株对不同药物的抑菌圈直径#

33

%

菌种
头孢

他啶

头孢

噻肟

头孢

曲松

头孢

吡肟

亚胺

培南

美罗

培南

大肠埃希菌
. < $ 7& 7. 7.

肺炎克雷伯菌
7' . $ 7' (( (&

肺炎克雷伯菌
7' > $ 7= (7 (&

弗劳地枸橼酸杆菌
$ > > 7' 7. 7$

D
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讨
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论

碳青霉烯类抗菌剂是控制临床致病菌感染最有效的药物

之一#但近几年对该类抗菌剂耐药的菌株不断增多#给临床治

疗带来困难'主要机制之一是碳青霉烯酶导致碳青霉烯类抗

菌剂耐药(

=

)

'随着碳青霉烯类抗菌剂在临床上的使用增加#对

碳青霉烯类不敏感的肠杆菌科细菌正在逐渐增加'

f-)

$

L1@J6:@11B

4

;@53?;:B@GBEJB

4

@;@3B6@

%酶是近年发现的一种新

型碳青霉烯酶#属于
[56D

分类的
(F

组#

!3J1@E

分类的
!

类#

能够水解碳青霉烯类*青霉素类*头孢菌素类和氨曲南等抗菌

剂'

!

类碳青霉烯酶中以
f-)

型碳青霉烯酶最常见#产酶菌

主要为肺炎克雷伯菌#其次为产酸克雷伯菌*大肠埃希菌*弗劳

地枸橼酸杆菌*肠杆菌属*沙门菌属*沙雷菌属(

%

)

#已有
%

个

f-)

亚型被国内外研究发现#中国主要以产
f-)/(

型酶为

主(

$

)

'国外有报道产
f-)

碳青霉烯酶的菌株既可表现为对碳

青霉烯类抗菌剂耐药也可表现为中介或敏感性的降低#这就导

致
f-)

酶容易被漏检或误检为其他类型的
#

/

内酰胺酶(

<

)

'本

试验中
=

株确证试验阳性的菌株对三代头孢菌素全部耐药#亚

胺培南*美罗培南的抑菌圈直径均在
7$

!

((33

的敏感范围

内'说明即使碳青霉烯类药物体外药敏实验敏感#但证明产碳

青霉烯类酶#其治疗肠杆菌科细菌的感染临床疗效不能确定'
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