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比较双纸片协同法和双纸片增效法在临床金属酶表型鉴定中的应用价值$对多重
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法检测临床分离菌株

中的金属
&
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内酰胺酶方法进行评价&方法
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株已知金属
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内酰胺酶阳性菌株)其中新德里金属
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%阳性
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株!维罗纳整合子编码金属
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内酰胺酶"
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%阳性
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株!亚胺培南酶"
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%阳性
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株*用于评价两种表型检测方法&通过优化
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引物的设计!设计
(

对引物!在
"

个管中同时检测
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种金属
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内酰胺酶"
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%!进而对该方法进行评价&

结果
!

双纸片协同法对金属酶表型鉴定的特异度为
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%&多重
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检测的准确
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%!同时还可以通过扩增片段的大小来分辨
(

种金属
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内酰胺酶类型&结论
!

双纸片增效法相较于双纸片

协同法!更适用于临床应用$多重
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法对金属
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内酰胺酶的检测具有简便(快速!准确度高的特点!适合临床微生物实验室日常

使用!将有助于临床及时有效地用药&
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金属
&

1

内酰胺酶$

+:X

%是一组活性部位为金属离子且必

须依赖金属离子的存在而发挥催化活性的酶类#它能水解除单

环类以外的包括碳青霉烯在内的一大类
&

1

内酰胺类抗菌药物#

其活性可被离子螯合物乙二胺四乙酸$

S*!=

%*菲咯啉以及巯

基化合物所抑制#但不被克拉维酸*舒巴坦等常见的
&

1

内酰胺

酶抑制剂所抑制'

"1E

(

)近年来#特别是新德里金属
&

1

内酰胺酶

$

]*+1"

%的出现#使
+:X

成为细菌耐药机制研究中的热

点'

%

(

#课题组对文献报道的各种金属酶筛选鉴定方法进行验

证*对比后'

'1D

(

#总结得到简便*快速且能在临床实验室现有条

件下能够进行筛选*确认
+:X

的方法#现将结果报道如下)
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材料与方法

A$A

!

菌株
!

收集大肠埃希菌*肺炎克雷伯菌*鲍曼不动杆菌*

铜绿假单胞菌
+:X

阳性菌共
%'

株)其中金属
&

1

内酰胺酶

$

R̀+

%型阳性菌
(#

株*亚胺培南酶$

R+9

%型阳性菌
"%

株和

]*+1"

阳性菌
@

株#本实验室收集*鉴定的序列都通过
*]=

测序进行验证)

A$B

!

仪器与试剂
!

仪器!

R̀!Sa1#

型全自动微生物分析仪和

)]

鉴定卡均由法国
:-/+8J-87Q

公司生产#

9;<

扩增仪由德

国
+5GK8J.

3

.08JS

44

8HN/JM

公司制造#

\̀ 1#"&#;

型紫外分光

光度计$

\]R;W

公司#美国%#凝胶电泳成像仪$

)80X/

O

-."&&

#

美国#

a/N5f

公司%)试剂!

!5

6

*]=

聚合酶*

9;<

反应试剂*

*]= +5Jf8J

$大连#宝生物公司%#琼脂糖*溴化乙锭#

;L801

8Q"&&

树脂$

:-/<5N

公司#美国%#同时实验所用试剂均为优级

纯或分析纯等级#水为灭菌去离子水#试剂的配制严格按照/分

子克隆指南$第三版%0进行)

A$C

!

菌株的分离培养和鉴定
!

严格按/全国临床检验操作规

程0和
R̀!Sa1#

型全自动微生物分析仪操作指南进行)
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表型筛选试验

A$D$A

!

表型筛选试验双纸片协同法
!

在涂布待测菌的
+2

平板上#同时贴亚胺培南$

"&

%

O

%药敏片和
&$%I/0S*!=

纸

片#两纸片相隔
"&II

#

"?L

培养后以两纸片中间区域出现

-钥匙孔.现象为阳性)

A$D$B

!

表型筛选试验双纸片增效法
!

在涂布待测菌的
+2

平板上#同时贴亚胺培南$
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%

O

%和亚胺培南$
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X

#
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%

X

%复合纸片#

"?L

培养后#以复合纸片比

单药纸片抑菌环直径增大
'

%II

初步判断为金属
&

1

内酰胺

酶阳性)

A$E

!

多重
9;<

对金属酶的检测

A$E$A

!

引物的设计
!

根据
)8H:5Hf

中查到的金属
&

1

内酰胺

酶基因保守区域进行设计#包括所有金属酶的亚型#必要时使

用兼并引物)引物序列见表
"

)

表
"

!!

不同金属酶的引物序列

引物名称 序列$

%U1(U

% 长度$

>

4

%

R+91, ))==!= )=)!));!!==c!;!;

R+91< ;;===;c=;!=Z)!!=!;! "??

R̀+1, )=!))!)!!!))!;);=!=

R̀+1< ;)==!););=);=;;=) (@&

]*+1, =!))==!!);;;==!=!!=!);

]*+1< ==!));!;=!;=;)=!;=!) D%"

A$E$B

!

9;<

反应和检测
!

接种适量的细菌至含
#IX

营养肉

汤培养基#放
(Dd

水浴培养
"?

#

#EL

)将菌液倒入
"$%IX

离心管中#以
"#%&&J

"

I-H

离心
#I-H

#去除上清液#将沉淀的

细菌用无菌水洗涤
"

次#最后加入
"&&

%

X;L808Q"&&

树脂'

%B

$

b

"

`

%(#充分混匀后煮沸
"&I-H

#之后放入冰浴
%I-H

$

"#&&&

J

"

I-H

离心
"&I-H

%#取上清液作为扩增模板)在
#%

%

X

的

9;<

反应体系中#五套引物各提供
&$"&

*

&$#% II/0

"

X

的

N]!9

#同时含有约
%&H

O

细菌基因组
*]=

#

&$#%\

的
!5

6

酶)

9;<

反应的条件!

@% d (I-H

#

@E d "%G

#

%& d (&G

#

D#d'&

#

G

#

(%

个循环后
D#d"&I-H

&

9;<

产物以
&$?B

的琼

脂糖凝胶电泳进行分析#电泳结果在凝胶成像系统中扫描记录

结果)需要测序的
9;<

产物送上海生工公司进行测定)

B

!

结
!!

果

B$A

!

双纸片协同法
!

研究发现#

%'

株菌中有
""

株未能看到

钥匙孔现象#其余
E%

株可看到钥匙孔现象)双纸片协同法使

用亚胺培南$

"&

%

O

%和
S*!=

$

&$%I/0

#

"&

%

X

%纸片#间距
"&

II

#两个纸片的距离对结果影响很大#特别是待选菌株高产

金属
&

1

内酰胺酶的时候#两个抑菌圈无交集#协同效果不明显#

两纸片中间区域未出现明显-钥匙孔.现象)见图
"

)

图
"

!!

双纸片协同法金属酶表型检测

B$B

!

双纸片增效法
!

在进行双纸片增效法研究时#发现文献

'

D

(报道的
&$%I/0S*!=

浓度对细菌的生长有强烈的抑制作

用#如果使用这个浓度就会产生假阳性)因此#研究不同浓度

的
S*!=

对临床常见的
E

种革兰阴性杆菌!大肠埃希菌

$

S./

%*鲍曼不动杆菌$

=>5

%*铜绿假单胞菌$

958

%*肺炎克雷伯

菌$

a

4

H

%的抑制实验#发现
&$&%I/0S*!="&

%

X

是最佳的选

择)用亚胺培南$

"&

%

O

%和亚胺培南$

"&

%

O

%

C S*!=

$

&$&%

I/0

#

"&

%

X

%复合纸片#以复合纸片比单药纸片抑菌环直径
'

%

II

初步判断为金属
&

1

内酰胺酶阳性#具有较好的选择性和准

确度#适合常规筛选使用)

%'

株菌株菌均可看到阳性结果)

见图
#

)

图
#

!!

双纸片增效法金属酶表型检测

B$C

!

多重
9;<

确认金属
&

1

内酰胺酶
!

对测序已知金属酶类

型的
%'

株菌#使用已知金属
&

1

内酰胺酶的引物$

R+9

*

R̀+

*

)R+

*

ZR+

*

]*+1"

%进行多重
9;<

分析#然后进行
*]=

测序

验证)由于巧妙设计#不同基因扩增的长度不同#因此在一管

中进行多重
9;<

就可以检测全部已知金属
&

1

内酰胺酶基因)

研究结果显示#

%'

株菌株菌的检测结果与测序结果一致)见

图
(

)

!!

注!

+

为标记物#

]

为空白对照)

图
(

!!

多重
9;<

确认金属
&

1

内酰胺酶

C

!

讨
!!

论

!!

"@@"

年日本学者在肺炎克雷伯氏菌中发现了第
"

种金属

&

1

内酰胺酶
R+91"

'

?

(

#

"@@@

年意大利学者分离肺炎克雷伯菌并

鉴定到金属
&

1

内酰胺酶
R̀+1"

'

@

(

#

#&&#

年巴西发现
Z9+1

"

'

"&

(

#

#&&E

年在德国出现
)R+1"

'

""

(

#

#&&%

年在韩国
Z8/70

出现

ZR+1"

'

"#

(

#

#&"&

年英国报道了
]*+1"

'

"(

(

#

#&"&

年在荷兰出现

*R+1"

'

"E

(

#

#&"#

年在澳大利亚出现
=R+1"

'

"%

(

#

#&"(

年在意大

利发现
,R+1"

'

"'

(

#除了以上这些位于质粒上可以水平转移的

金属
&

1

内酰胺酶外#还出现了一些位于染色体上的金属
&

1

内酰

胺酶'

"D1"?

(

)已知金属
&

1

内酰胺酶编码基因可以借助整合子的

移动*基因盒的插入*切除等方式进行传播#进而会导致细菌间

碳青霉烯抗菌药物耐药水平传播#同时碳青霉烯类抗菌药物的

使用量增加导致耐药菌株不断出现#可能会导致金属酶的快速

传播)因此#早期准确发现金属酶#监测产酶菌株在临床上的

流行情况#将具有较大的临床意义)

金属
&

1

内酰胺酶自发现开始其研究方法就是研究的热

点'

"@1#"

(

#同时表型筛选就是利用其活性中心需要
#

价阳离子的

特性#使用络合剂
S*!=

来螯合
#

价阳离子#与含有碳青霉烯

抗菌药物的纸片协同作用来进行筛选)课题组同时对双纸片

协同法和双纸片增效法进行研究#发现双纸片协同法和双纸片

增效法均有出现假阴性的可能#但优化
S*!=

的浓度#可以进

一步增加了双纸片增效法的敏感性和特异性#更快速*准确地

进行金属
&

1

内酰胺酶表型的筛选)因此#双纸片增效法更适合

于临床实验室的应用)

+
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通过表型筛选得到的菌株需要进行
9;<

分析和测序验

证#目前#金属酶的亚型比较繁多#比如目前
R+9

和
R̀+

有
('

个亚型#

]*+

有
D

个亚型等#因此设计可以
"

次检测多个基因

的方法尤为重要)多重
9;<

法一方面选择核苷酸序列的保守

区#同时加入兼并碱基#利用一套兼并引物可以检测
R+9

*

R̀+

和
]*+

等金属酶的全部亚型'

##

(

)因此#多重
9;<

方法

是可以快速*准确进行金属
&

1

内酰胺酶分析的方法#适合临床

微生物实验室常规使用)

在进行上述方法学研究时#课题组也必须注意到#无论是

双纸片协同法还是双纸片增效法都是对已知金属酶类型的情

况下进行的检测#但是对于表型阴性者#是真的阴性还是存在

未知的其他表形的金属酶#是本实验室关心的问题以及进一步

研究的重点)
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