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探究徐州医学院附属医院临床分离的耐碳青霉烯类肺炎克雷伯菌的分子流行病学特征及耐药基因$方法
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收集并鉴定该院
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年
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月临床分离非重复碳青霉烯类耐药肺炎克雷伯菌株
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株$肠杆菌基因间重复性共有序列
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聚合酶链反应"
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#分析菌株的分子流行病学特征$药敏试验采用琼脂稀释法!改良
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方法检测碳青霉烯酶!亚胺

培南
m

乙二胺四乙酸双纸片协同法检测金属
#

)

内酰胺酶!

V!Y

方法检测细菌携带的耐药基因$结果
!

[YQ!)V!Y

将
//

株肺炎克

雷伯菌分为
#

型!以
(

型为主!共
#+

株$

//

株肺炎克雷伯菌对除多黏菌素和替加环素外的其他抗菌药物显示了较高的耐药性$

改良
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试验阳性
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株!金属酶检测试验结果均为阴性$
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结果显示!
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型
##

株!

8A&RKR0

型
*.

株!

=*S

型
**

株!

ATK

型
*,

株!其中有
*/

株同时携带
,

种或
,

种以上的耐药基因$结论
!

该院分离的碳青霉烯类耐药肺炎克雷伯菌对临床大多

数常用抗菌药物显示较高水平的耐药性'其耐药机制主要是
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碳青霉烯酶!

8A&RKR0

%

=*S

和
ATK

型
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内酰胺酶同时参

与其多重耐药机制$

关键词"肺炎克雷伯菌'
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碳青霉烯酶'
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耐药性'
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基因
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肺炎克雷伯菌是临床分离及医院感染的重要致病菌之一#

随着碳青霉烯类抗菌药物的广泛使用#细菌对常用的青霉素(

头孢菌素和碳青霉烯类抗菌药物等呈现严重的多重耐药性#且

多重耐药性菌株的不断增加常导致临床抗菌药物治疗的失败

和病程迁延#其耐药机制主要是产超广谱
#

)

内酰胺酶$
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和碳青霉烯酶'在医院的高危患者和长期的护理措施中携带

D"8R*

基因肺炎克雷伯菌的快速出现和国际传播成为主要的

临床挑战)

+

*

#抗菌药物耐药基因水平播散是多重耐药菌株临床

加剧的重要原因'本研究通过对本院
//

株碳青霉烯类耐药肺

炎克雷伯菌的耐药基因研究#获得碳青霉烯类耐药肺炎克雷伯

菌碳青霉烯酶产生情况及分子流行病学信息#为制定防控此类

细菌传播提供系统的实验数据和参考依据'现将结果报道

如下'
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材料与方法
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菌株来源
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月徐州医学院附属医院

患者痰液(中段尿(脑脊液(血液等不重复标本中的
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株耐亚

胺培南肺炎克雷伯菌'菌株经美国
Ŵ

公司
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全自

动细菌鉴定药敏分析系统检测#结果判定按美国临床和实验室

标准化协会$
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菌为叠氮钠耐药的大肠杆菌$

R/,

%#由北京武警总医院提供'
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仪器与试剂
!

全自动微生物鉴定仪由美国
Ŵ

公司提供#

聚合酶链反应$
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%扩增仪由美国
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公司提供#电泳仪由北

京六一仪器厂提供#

d=5_+/*$

凝胶成像仪由
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公司提供#
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试剂由北京百泰克提供#质粒提取试剂盒由天根生化科技

$北京%有限公司提供#药敏纸片由英国
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公司提供'
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染色体
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同源性分析
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肠杆菌基因间重复共有序列
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分析耐药菌株同源性#扩增条件为!
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的琼脂糖凝胶电泳分析'
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药物敏感试验
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用琼脂稀释法测定最小抑菌浓度
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方法扩增
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琼脂糖凝胶电泳#经凝胶成像系统显像观

察结果#并送上海捷瑞生物公司测序#所得序列与
d=:̂D:e

数

据库进行比对'
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目的基因引物序列及长度
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目的基因引物序列及长度

基因 引物序列$
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同源性分析结果
!

使用肠杆菌基因间重复共有序列
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对
#$

株菌株进行指纹图谱分析#总共分为
#

个

亚型#其中以
(

型为主#共有
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阳性菌株'
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药物敏感试验
!

//

株肺炎克雷伯菌对碳青霉烯类抗菌

药物呈现不同程度的耐药#耐药浓度范围为
#

!

"#

"

7

"

36

'对

头孢菌素类(单环内酯类(氨基糖苷类抗菌药物表现出较高水

平的耐药#对环丙沙星和阿米卡星
*

种抗菌药物却显示了不同

程度的耐药#

JQ!

值分别在
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和
,*

!

+*-

"

7

"

36

范围内变化'但是#这
#$

株碳青霉烯类耐药肺炎克雷伯

菌对多黏菌素和替加环素则均显示了较好的敏感性#

JQ!

值

范围小于或等于
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改良
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试验与金属酶检测试验结果
!
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株肺炎克

雷伯菌中改良
%4G
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试验阳性
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株#阳性率
.-1*U

$
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"
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金属酶检测试验结果均为阴性'
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耐药基因检测结果
!
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结果显示#
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阳性检出率

最高$
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株%#见图
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#其次为
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#未检出
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基因阳性菌株&
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基因阴性菌株'

图
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部分分离肺炎克雷伯菌株
D"8R*

基因

琼脂糖凝胶电泳结果
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株肺炎克雷伯菌耐药基因检测结果&
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肺炎克雷伯菌是引起临床感染常见的革兰阴性菌#碳青霉

烯类抗菌药物是治疗肺炎克雷伯菌感染的有效药物#然而随着

碳青霉烯类抗菌药物广泛使用#肺炎克雷伯菌对其耐药率逐年

增高#产碳青霉烯酶菌株的出现#造成了患者病程迁延和临床

抗菌药物治疗的失败#从而增加了患者的医疗费用和病死率'

本研究中
//

株肺炎克雷伯菌对碳青霉烯类抗菌药物呈现不同

程度的耐药#耐药浓度范围为
#

!

"#

"

7

"

36

#除了对碳青霉烯

类药物不同水平耐药外#对青霉素类(头孢菌素(氨曲南等其他

#

内酰胺类抗菌药物均表现耐药#对头孢唑林(头孢西丁(头孢

他啶等一代(二代(三代头孢菌素的
JQ!

值都很高#均大于
*/"

"

7

"

36

&对氨基糖苷类抗菌药物中阿米卡星表现为耐药#但

JQ!

值稍低于头孢菌素类#可能与水解阿米卡星的
;V%

$

,

%

)

QO

型修饰酶主要见于不动杆菌#而其他菌属比较少见有关)

"

*

#

对喹诺酮类抗菌药物也表现为耐药#

JQ!

值均大于
+*-

"

7

"

36

'以上数据表明本院分离的耐碳青霉烯酶肺炎克雷伯菌多

为高水平耐药的多重耐药菌'

通过
[YQ!)V!Y

分型#

//

株肺炎克雷伯菌根据
[YQ!)

V!Y

产物电泳分为
#

个亚型!

(

型
#+

株#

)

型
-

株#

*

型
/

株#

,

型
+

株#其中
(

型
#+

株中有
*.

株菌来自
Q!g

病区#

)

型
-

株中有
/

株来自
Q!g

病区#说明本院
Q!g

病区存在耐碳青霉

烯肺炎克雷伯菌的
*

种克隆株流行'因为入住
Q!g

的患者主

要为病情严重和免疫水平低下者#由于反复感染致使长期使用

多种抗菌药物治疗#使
Q!g

病区成为多重耐药菌容易爆发流

行的地方#也是造成克隆株流行的原因'因此#使用抗菌药物

治疗前#必须进行体外药敏试验#同时需要做好环境的清洁与

消毒(患者的隔离等#阻断此类耐药菌的传播'

产碳青霉烯酶是肺炎克雷伯菌对碳青霉烯酶类抗菌药物

耐药的主要机制之一#肺炎克雷伯菌几乎可以产生所有类型的

#

)

内酰胺酶#其中近年来出现的
D"8R*

(

V5K

型碳青霉烯酶

最为临床所关注'在中国#

]=9

等)

.

*最早报道了浙江产
D"8R

*

的肺炎克雷伯菌#由于基因的水平转移和克隆传播#

D"8R*

基因已经出现跨物种跨区域的传播#随后在中国多个地区报道

了产
D"8R*

肺炎克雷伯菌的爆发流行)

-

*

'本研究中
D"8R*

型碳青霉烯酶的检出率为
-$1$U

#结果说明在本院产
D"8R*

肺炎克雷伯菌已广为流行'结合本实验
V!Y

结果#

#/1/U

$

*/

"

//

%同时携带
,

种以上的耐药基因#分析认为#

#

)

内酰胺类

抗菌药物的强选择压力对
[K̂ 6(

基因的编码区(启动子(拷贝

数及其他基因均起诱导作用#当可转座因子插入启动子区域附

近#可能会导致一种菌株产多种不同的
#

)

内酰胺酶)

0

*

'耐药细

菌通过产生多种
#

)

内酰胺酶基因增强对抗菌药物耐药及拓宽

耐药谱#可能是导致菌株耐药性更强(耐药谱更广的原因'

#

)

内酰胺酶的高携带率是此次所研究的
//

株肺炎克雷伯菌呈多

重耐药的重要原因之一#同时携带多重耐药基因耐药菌株的出

现给临床治疗带来严峻挑战'

//

株临床分离耐碳青霉烯类抗菌药物肺炎克雷伯菌#改

良
%4G

7

=

试验阳性
#,

株#阳性检出率为
.-1+U

#其中强阳性

,-

株#弱阳性
/

株'而碳青霉烯酶基因检测共检测出
##

株基

因阳性菌株#检出率为
-$1$U

#基因检测的阳性率高于改良

%4G

7

=

试验'因此改良
%4G

7

=

试验可以作为碳青霉烯酶的初

筛试验#若要确认还要进一步做基因检测'

临床分离株多种耐药基因的积聚共存现象导致耐药多重

性提示#必须加强对该类临床致病菌的监测和流行病学研究#

并及时采取有效措施预防该类细菌导致医院感染的流行'
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