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应用改良
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试验"

TP2

#检测肠杆菌科细菌产碳青霉烯酶的应用价值$方法
!

应用
TP2

检测对碳青

霉烯类抗菌药物敏感性降低的
$%

株肠杆菌科细菌产碳青霉烯酶的情况$同时利用聚合酶链反应"

<3a

#检测碳青霉烯酶的基因!

包括
e<3

%

4_T

%

*T<

%

"*T

和
Q*T

!

<3a

阳性的产物测序结果与
c0GO.GK

数据库进行比对$综合分析
TP2

和
<3a

检测碳青

霉烯酶的效率$结果
!

对碳青霉烯酶抗菌药物敏感性降低的
$%

株肠杆菌科细菌应用
TP2

检测碳青霉烯酶的阳性菌株共为
#!

株!而
<3a

检测出碳青霉烯酶基因的只有
A

株$且
<3a

产物测序结果经比对后证实
#

株为
e<3=$

和
%

株为
*T<=%

$对比分析

TP2

和
<3a

的检测结果可知有
%

株肠杆菌科细菌的
TP2

和
<3a

同时检测出碳青霉烯酶&有
B

株肠杆菌科细菌的
TP2

为阳

性!但
<3a

没检测出碳青霉烯酶的基因&有
#

株肠杆菌科细菌
TP2

为阴性!但
<3a

检测出碳青霉烯酶的基因$结论
!

TP2

作

为筛查碳青霉烯酶肠杆菌科细菌的准确性值得继续探讨$

关键词"肠杆菌科&
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碳青霉烯类抗菌药物是治疗革兰阴性菌#尤其是肠杆菌科

细菌感染最强效的一类
$

=

内酰胺类药物*肠杆菌科细菌能产

生碳青霉烯酶#将碳青霉烯类抗菌药物水解#使该类药物的治

疗效果降低或消失*因此#快速而准确地检测出碳青霉烯酶显

得非常重要*目前检测碳青霉烯酶的方法较多#改良
P6,

>

0

试验$

TP2

%就是其中一种*本研究旨在评价
TP2

检测肠杆

菌科细菌产碳青霉烯酶的准确性*

D

!

材料与方法

D?D

!

菌株来源
!

收集四川省人民医院对碳青霉烯类抗菌药物

敏感性降低的肠杆菌科细菌共
$%

株#其中肺炎克雷伯菌
##

株'阴沟肠杆菌
'

株'黏质沙雷菌
$

株'产气肠杆菌
$

株'奇异

变形杆菌
#

株'大肠埃希菌
#

株*入选标准!亚胺培南'美罗培

南中介或耐药&剔除同一患者的重复菌株*

D?E

!

仪器与试剂
!

Q*2(e$=367

H
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全自动微生物分析仪

Q*2(e=$

'

Q*2(e=$

配套的药敏实验复合板'比浊仪均购自法

国生物梅里埃公司&离心机
TE-/65L

>

0#130GI/E5L

>

0

购自美国

O0-K7.G36L9I0/

公司&

<3a

扩增仪'电泳仪均购自美国
OE6=

a.,

公司&

3V

$

恒温培养箱购自法国
P0/.0LF

公司&生物安全

柜购自博迅公司&美罗培南纸片'空白纸片均购自英国
V[6E,

公司&麦康凯琼脂平板'水解酪蛋白$

T=P

%琼脂平板均购自安

图绿科公司&

c69,QE0N

2T核酸染料购自赛百盛公司&
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H
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标记物
%

购自康为世纪公司&引物由上
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海英骏生物技术公司合成*
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细菌鉴定
!

将符合初筛条件的菌株转种于麦康凯平板上

培养过夜#以便获得单个菌落*将所获菌株均用
Q*2(e$=

367

H

.-I

全自动分析仪鉴定到种*质控菌株为大肠埃希菌

+233$AB$$

#该菌由本实验室保存*

D?G

!

TP2

!

配制
&?A

麦氏浊度的大肠埃希菌
+233$AB$$

菌

液#用无菌生理盐水按
#i#&

稀释后均匀涂抹在药敏实验道的

平板上#待菌液干燥
!

)

A7EG

*在平板的正中央贴上美罗培南

纸片#每片
#&

'

>

#用接种环挑取平板上过夜培养的
!

)

A

株阴

性质控菌或待检菌#自纸片外侧向平板外侧划线#划线长度为

$&

)

$A77

#经
!Aj

培养
#C

)

$&J

后判读结果*标准菌株大

肠埃希菌
+233$AB$$

与待检菌株抑菌环的交汇处大肠埃希

菌生长增强#并呈矢状为该待检菌碳青霉烯酶阳性#否则为阴

性*阳性质控菌为产
e<3=$

型碳青霉烯酶的肺炎克雷伯菌

$本试验组经扩增及测序比对证实后为携带
e<3=$

基因%#阴

性质控菌为肺炎克雷伯菌
+233'&&C&!
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<3a

检测碳青霉烯酶
!

_4+

提取!将过夜培养的细菌

悬浊于
$&&

'

),P

$

V

#沸水浴
#&7EG

#然后
#$&&&/

"

7EG

离心

A7EG

#上清就是
_4+

模板*采用
<3a

法检测的各基因引物

序列'产物长度及退火温度等参照文献(

#=$

)#见表
#

*

<3a

体

系$

$&

'

)

%!

#&

'

)$Y2.

R

<3a T.FI0/TE[

#正'反向引物各
#

'

)

#

$

'

)_4+

模板#

C

'

),P

$

V

*

<3a

条件!首先
B%j

预变

性
!7EG

&其次
B%j

变性
#7EG

#

27j

退火
#7EG

#

'$j

延伸
#

7EG

#

!&

个循环周期&最后
'$j

延伸
#&7EG

*

<3a

扩增的产物

经过
#@

琼脂糖凝胶电泳#用凝胶成像仪检测并照相*基因扩

增阳性的产物送到公司测序#测得序列与
c0GO.GK

数据库序

列进行比对分析*

表
#
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<3a

引物序列及目的产物长度

基因 引物序列$

Ab

&

!b

%

产物长度

$

M

H

%

退火温度

$

j

%

e<3 <#

!

+2c23+32c2+2 3c33c232 1B! C%

<$

!

22223+c+c3322+32c333

4_T=#+<#

!

3+c3+3+322332+2 323 $B$ AA

<$

!

33c3++33+233332322

4_T=#O <#

!

cc3cc++2cc323+23+3c+ $1C C&

<$

!

3c3++3+3+c332c+32223

*T< <#

!

2c+c3++c22+2 32c2+2 23 '%& AA

<$

!

22+c22c322cc2222c+2c

"*T <#

!

2+3++ccc+223cc3+23c A'# A1

<$

!

2++2cc332c22333+2c2c

Q*T <#

!

22+2cc+c3+c3++33c+2c2 B$& AA

<$

!

3++++c2333c3233++3c+

E

!

结
!!

果

E?D

!

TP2

结果
!

$%

株菌中改良
TP2

阴性
##

株'阳性
#!

株#阳性率为
A%?$@

*阳性菌株分别为肺炎克雷伯菌
C

株'阴

沟肠杆菌
A

株'产气肠杆菌
#

株'大肠埃希菌
#

株*

#

号菌的

检测结果见图
#

*

!!

注!阳性对照为阳性&阴性对照$

+233'&&C&!

%为阴性&

#

号菌为

阳性*

图
#

!!

#

号菌的
TP2

结果

E?E

!

<3a

检测碳青霉烯酶基因及序列分析
!

采用
<3a

检测

所有试验菌株的碳青霉烯酶基因
e<3

'

4_T

'

*T<

'

"*T

'

Q*T

*检测出基因的阳性率为
$&?1@

$

A

"

$%

%#其中有
#

株

e<3=$

为阳性#该菌是肺炎克雷伯菌&有
%

株
*T<=%

是阳性#

分别是阴沟肠杆菌$

#

"

%

%和肺炎克雷伯菌$

!

"

%

%#与
TP2

法检

测出的阳性菌株不完全一致*

%

株肠杆菌科细菌
TP2

为阳

性#同时
<3a

也检测出碳青霉烯酶基因&有
B

株肠杆菌科细菌

TP2

为阳性#但
<3a

没检测出碳青霉烯酶基因&有
#

株肠杆

菌科细菌
TP2

为阴性#但
<3a

检测出碳青霉烯酶基因#这株

细菌为肺炎克雷伯菌*见图
$

*
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注!

T

为
_4+

标记物
%

&

#

为
e<3=$

阳性对照&

$

为
$%

号&

!

)

'

分别为
$!

号'

$$

号'

$#

号'

$&

号和
#B

号菌株*

图
$
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e<3

基因
<3a

扩增结果

F

!

讨
!!

论
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肠杆菌科细菌是革兰阴性杆菌或者球杆菌#广泛分布在

环境中*该类细菌作为社区获得性感染和医院内感染的重要

病原菌#可以引起呼吸道'尿道等各部位的感染(

!

)

*碳青霉烯

类抗菌药物是治疗肠杆菌科细菌感染效果较好的一类抗菌药

物*碳青霉烯类抗菌药物是以亚胺培南'美罗培南和厄他培南

为代表的一组具有特定分子结构的
$

=

内酰胺类抗菌药物#杀菌

活性优于头孢菌素类抗菌药物#碳青霉烯类$下转第
$&!B

页%

+

A!&$

+

国际检验医学杂志
$&#'

年
1

月第
!1

卷第
#A

期
!

*GIZ).MT0,

!

+L

>

LFI$&#'

!

Q69?!1

!

46?#A



$!%?

(

%

)

O/.,

:

T2

#

TE9.7Z_

#

+G,0/F6G_3

#

0I.9?UF065,0

>

9

:

-=

0/69E;0,/0,M966,-099FI6

H

/080GI

H

6FII/.GF5LFE6GEG50-=

IE6GNEIJ-

:

I670

>

.968E/LFEGG06G.I0F

(

Z

)

?Z*G50-I_EF

#

#B1%

#

#A&

$

!

%!

!!%=!!B?

(

A

)

O6N,0Ga+

#

"9E-JI0/"Z

#

".

:

0/FTP

#

0I.9?UF06590LK6=

-

:

I0=,0

H

90I0,

H

9.I090IF.G,-

:

I670

>

.968E/LF=F0/6=G0

>

.IE80

/0,M966,-099F56/

H

/080GIE6G65

H

/E7./

:

-

:

I670=

>

.968E/LF

EG50-IE6G.5I0/7.//6NI/.GF

H

9.GI

(

Z

)

?O966,

#

#BB#

#

'1

$

#

%!

$%C=$A&?

(

C

)

O6N,0Ga+

#

"9E-JI0/"Z

#

".

:

0/FTP

#

0I.9?+-67

H

./EF6G

655E9I0/0,90LK6-

:

I0/0,L-0,.G,-

:

I670

>

.968E/LF

$

3TQ

%

F0/6G0

>

.IE80M966,

H

/6,L-IF56/IJ0

H

/080GIE6G65I/.GF5L=

FE6G.FF6-E.I0,3TQEG50-IE6G.5I0/7.//6NI/.GF

H

9.GI

(

Z

)

?O966,

#

#BBA

#

1C

$

B

%!

!AB1=!C&C?

(

'

)

4E-J69F ]c

#

</E-02P

#

c6690

:

2

#

0I.9?2/.GF5LFE6G=

I/.GF7EII0,-

:

I670

>

.968E/LFEG50-IE6G.5I0//0-0E

H

I6590L=

K6/0,L-0,M966,

H

/6,L-IF

(

Z

)

?O966,

#

$&&!

#

#&#

$

#&

%!

%#BA=%$&&?

(

1

)

)LIJ./,I2

#

"E0M0/IP

#

)6F09*

#

0I.9?3

:

I670

>

.968E/LFEG=

50-IE6GFEGEG5.GIFNEIJM966,0[-J.G

>

0I/.GF5LFE6GF.5I0/

ME/IJ

(

Z

)

?e9EG]6-J0GF-J/

#

#B'#

#

%B

$

$

%!

1#=1C?

(

B

)

eL7./+

#

4.GK0/8EFc+

#

366

H

0/a+

#

0I.9?+-

R

LEFEIE6G65

-

:

I670

>

.968E/LFEG50-IE6GEGEG5.GIF56996NEG

>

0[-J.G

>

0

I/.GF5LFE6G

!

+

H

/6F

H

0-IE80FIL,

:

(

Z

)

?2/.GF5LFE6G

#

#B1&

#

$&

$

!

%!

!$'=!!#?

(

#&

)

d0.

>

0/+"

#

c/L70I\3

#

P.590E

>

J(O

#

0I.9?</080GIE6G65

I/.GF5LFE6G=.-

R

LE/0,-

:

I670

>

.968E/LFEG50-IE6GFEGG0N=

M6/GEG5.GIF

(

Z

)

?Z<0,E.I/

#

#B1#

#

B1

$

$

%!

$1#=$1'?

(

##

)

</0EKF.EIEFZe

#

a6FG6"

#

c/L70I3

#

0I.9?*G50-IE6GF,L0I6

J0/

H

0F8E/LF0FEG-./,E.-I/.GF

H

9.GI/0-E

H

E0GIF

!

a69065IJ0

,6G6/J0./I.G,E77LG6FL

HH

/0FFE80IJ0/.

H:

(

Z

)

?Z*G50-I

_EF

#

#B1!

#

#%'

$

C

%!

B'%=B1#?

(

#$

)

O6N,0Ga+

#

".

:

0/FT

#

\96L/G6

:

4

#

0I.9?3

:

I670

>

.968E/=

LFE77LG0

>

96ML9EG.G,F0/6G0

>

.IE80M966,

H

/6,L-IFI6

H

/080GI

H

/E7./

:

-

:

I670

>

.968E/LFEG50-IE6G.5I0/7.//6N

I/.GF

H

9.GI.IE6G

(

Z

)

?4(G

>

9ZT0,

#

#B1C

#

!#%

$

#C

%!

#&&C=

#&#&?

(

#!

)

</0EKF.EIEFZe

#

_0F.E"

#

Q.L,/

:

]

#

0I.9?2/.GF5LFE6G.G,

-677LGEI

:

=.-

R

LE/0,-

:

I670

>

.968E/LFEG50-IE6GEG-JE9,/0G

NEIJ7.9E

>

G.GI,EF0.F0

!

+

H

/6F

H

0-IE80FIL,

:

(

Z

)

?2/.GF5L=

FE6G

#

#BB'

#

!'

$

B

%!

B%#=B%C?

(

#%

)毕昊#余谨#王志辉#等
?

一种定量
<3a

试剂盒通过血液

诊断
P3TQ

感染效能的
T0I.

分析(

Z

)

?

中国输血杂志#

$&#A

#

$1

$

1

%!

#&%&=#&%!?

$收稿日期!

$&#'=&$=#1

!

修回日期!

$&#'=&%=#1

%

$上接第
$&!A

页%

抗菌药物是治疗产
("O)F

和
+7

H

3

菌株的强效抗菌药物(

#

)

*

但近年来#由于该类抗菌药物的大量'不科学使用加速了临床

上肠杆菌科耐药菌株的产生#其耐药的主要机制之一就是产碳

青霉烯酶*因此快速而准确地检测出碳青霉烯酶显得非常

重要*

目前检测碳青霉烯酶的方法较多#

TP2

就是其中一种*

有文献报道
TP2

对产碳青霉烯酶肠杆菌科细菌的检测具有

很高的敏感度'特异度和准确性#

TP2

是检测产碳青霉烯酶

肠杆菌科细菌准确而且简便的方法(

%

)

*但是近年来#

TP2

受

到很多研究者的质疑*目前国内外把
<3a

作为检测产碳青霉

烯酶的金标准*但细菌可产生碳青霉烯酶的基因有多种#通常

<3a

法一种引物只能检测对应的一种基因#导致
<3a

检测碳

青霉烯酶比较单一#且
<3a

步骤较复杂#价格昂贵#不适合作

为临床实验室的常规检测技术(

A=C

)

*

本研究就是对比
TP2

和
<3a

的结果#分析
TP2

作为

筛查肠杆菌科细菌产碳青霉烯酶的效率*研究发现对碳青霉

烯酶抗菌药物敏感性降低的
$%

株肠杆菌科细菌应用
TP2

检

测碳青霉烯酶的阳性菌株共为
#!

株#而
<3a

检测出碳青霉烯

酶基因的只有
A

株*且
<3a

产物测序结果经比对后证实
#

株

为
e<3=$

和
%

株为
*T<=%

*对比分析
TP2

和
<3a

的检测结

果可知有
%

株肠杆菌科细菌的
TP2

和
<3a

同时检测出碳青

霉烯酶&有
B

株肠杆菌科细菌的
TP2

为阳性#但
<3a

没检测

出碳青霉烯酶的基因&有
#

株肠杆菌科细菌
TP2

为阴性但

<3a

检测出碳青霉烯酶的基因*这说明
TP2

也会产生假阳

性结果(

C

)

*可见
TP2

作为筛查碳青霉烯酶肠杆菌科细菌的

准确性值得继续探讨*
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