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碳青霉烯类抗菌药物是
)-

世纪
7-

年代后期在

沙纳霉素'又称硫霉素*基础上研发出来的一类新型

&

C

内酰胺类抗菌药物(

&C)

)

-是有效治疗革兰阴性杆菌特

别是产超广谱
&
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内酰胺酶和持续高产
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类头孢菌素

酶'
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酶*的革兰阴性杆菌感染的重要药物(

4
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随着临床该类药物应用的增加-耐碳青霉烯类肠杆菌

科细菌检出率逐年增加-对临床感染治疗造成极大的

威胁,我国现今出现的碳青霉烯类药物耐药的肠杆

菌科细菌大多以肺炎克雷伯杆菌为主-因此-本研究

以大连医科大学附属第一医院
.

个重症病房'重症监

护病房.急诊病房.神经内科重症病房.心脏内科重症

病房*分离的耐碳青霉烯类肺炎克雷伯杆菌'

%$"(

*

为研究目标-并对耐药基因
"(%

进行检测和同源性

分析-报道如下,
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资料与方法
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菌株来源
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收集
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年
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月大连医科大

学附属第一医院
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本中分离的
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方法
"

应用最小抑菌浓度'
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*方法对临床分
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种抗菌药物进行耐药性检测+

应用改良
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;
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试验对
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株
%$"(

进行碳青霉烯

酶的表型试验+应用
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方法扩增耐药基因
"(%

(

.

)

'

"(%Cb

!

,aC656 115 661 %%5 %5%651 55C

4a

-

"(%C$

!

,aC%%151%51%55%16156%16C

4a

-

.,7F

J

*,反应体系为!

69

R

聚合酶
-+&),

$

X

-

&-_

扩增缓冲液'

Y

;

)j

J

GPB

*

)+,

$

X

-

L06()

$

X

-上.下

游引物各
-+&

$

X

-

/01)

$

X

,反应条件为!

*,^

预

变性
&-KA:

-

*, ^

变性
4-B

-退火温度
,, ^ 4-B

-

7)^

延伸
4-B

-共
4-

个循环-

7)^

再延伸
&-KA:

,

扩增产物经
)?

琼脂糖凝胶电泳,

"(%

基因扩增产
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耐药性检测
"

.-

株
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对临床

常用的
&7

种抗菌药物均呈现高耐药率!哌拉西林

**+&?

-阿莫西林"克拉维酸
*>+3?

-哌拉西林"他唑

巴坦
*7+7?

-头孢唑啉
&--?
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试验
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改

良
dDL
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试验均为阳性-阳性率
&--+-?

-见图
&

,

""

注!

&

号为阳性菌株-

)

号为阴性菌株

图
&

""

dDL

;
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试验结果

C+D
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耐药基因检测
"

.-

株
%$"(

共检出
"(%

耐药基因
)*

株-阳性检出率为
7)+,?

-部分结果见图

)

,把
"(%

阳性菌种进行测序-用
5<:<F9:U

进行比

对-结果显示
)*

株
"(%

耐药基因菌均是
"(%C)

型,

见图
4

,
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注!
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为标志物+

&

号.

4
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号为阳性菌株+
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图
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"(%

部分电泳结果

图
4

""

"(%

阳性株部分测序图
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同源性分析
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对临床标本中分离出来的
.-

株
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进行同源性分析-本院分离的
.-
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1

型'

&

)

>

-

&&

)

&)

-

&.

)

&>

-

)-

)

))

-

),

)

)7

-

)*

)

4-

-

44

-

4,

)

47

-

4*

号*

)>

株-占

7-+-?

-

`

型'

*

-

&-

号*

)

株-占
,+-?

-

%

型'

&4

号*

&

株-占
)+,?

-

/

型'

&*

号*

&

株-占
)+,?

-

Z

型'

)4

-

4>

号*

)

株-占
,+-?

-

b

型'

).

-

)>

-

4&

-

4)

-

.-

号*

,

株-占

#

**7

#

国际检验医学杂志
)-&>

年
.

月第
4*

卷第
7

期
"

V:EWX9FY<L

!

1

J

=AG)-&>

!

!DG+4*

!

0D+7



&)+,?

-

5

型'

4.

号*

&

株-占
)+,?

,见图
.

,

图
.

""

.-

株临床标本的同源性分析结果

C+E

"

%$"(

临床分布情况
"

对
.-

株临床分离的

%$"(

临床来源进行分析-重症病房是主要来源-且

以
1

型为主,见表
&

,

表
&

""

.-

株
%$"(

临床基因分型分布情况#

%

$

科室
基因分型

1

型
`

型
%

型
/

型
Z

型
b

型
5

型
合计

重症监护病房
&3 - - - - ) - &>

急诊病房
&- ) - - - - - &)

神内重症病房
) - & - & ) - 3

心脏重症病房
- - - & & & & .

合计
)> ) & & ) , & .-

D

"

讨
""

论

""

近年来-细菌所产生的耐药问题已经成为全球性

的问题-在肠杆菌科细菌感染方面-碳青霉烯类药物

一直是其抗感染的%特效药&-因为碳青霉烯类抗菌药

物可以与青霉素结合蛋白'

(̀ (B

*结合使细菌溶解-同

时有效地渗透细菌外膜进入周质间隙-产生抗菌药物

后效应,此类抗菌药物具有抗菌谱广-抗菌活性强-

杀菌作用快的特点-尤其是在治疗产超广谱
&

C

内酰胺

类酶'

Z8̀ XB

*所引起的感染中起到了重要的作

用(

3C7

)

,但是近年来-由于碳青霉烯类药物的广泛应

用-出现了大量具有多重耐药性的细菌,本试验中应

用
YV%

法对分离的
.-

株
%$"(

进行耐药性检测,

结果表明-这些细菌均呈现了很高的耐药性,临床可

选择的抗菌药物已经十分有限,

"(%

酶属于
1

类碳青霉烯酶-属于丝氨酸酶-为

P̀BH

分类中的
)M

亚组-赋予水解超广谱
&

C

内酰胺酶

的能力-可以定位于整合子.质粒等一些可以转移的

基因元件上-从而在菌株之间进行传播(

>C*

)

,自从

)--&

年在美国北卡罗来纳报道了第
&

例携带
"(%C)

型
%$"(

以来(

&-

)

-世界各地不断有产碳青霉烯酶肠

杆菌科细菌的报道-现已有
,

个
"(%

亚型被国内外

研究发现(

&&

)

,如今产
"(%

肺炎克雷伯菌在我国广泛

存在-并且主要以
"(%C)

型为主,本实验首先对
1

类碳青霉烯酶进行表型实验-

.-

株菌株的阳性率为

&--+-?

,然后进行了常见的耐药基因
"(%

的检测-

.-

株
%$"(

共检出
)*

株耐药基因
"(%

阳性-阳性

检出率
7)+,?

-测序的结果显示在本院分离的菌株均

是
"(%C)

型-与国内的相关报道相符(

&)

)

,

由于重症病房一直是院内感染控制的重点-所以

本研究收集了本院
.

个重症病房的
%$"(

标本-参照

临床实验室标准化协会'

%X8V

*标准(

&4

)

-美罗培南或

者亚胺培南
YV%

$

>K

;

"

X

或者厄他培南
YV%

$

.

K

;

"

X

者为碳青霉烯耐药菌株-通过对肺炎克雷伯菌

进行同源性分析-从而提示医院内环境中是否存在克

隆菌株流行趋势,

Z$V%C(%$

技术是在原有的随机

短引物
(%$

'

$1(/

*

(

&.

)的基础上经过不断改革从而

兴起的一种对细菌的
/01

进行指纹图谱分析的一种

方法(

&,

)

-它是一段长度大约为
&)3F

J

的
Z$V%

片段-

遗传性稳定-以
Z$V%

片段作为目的基因来设计引物

进行
(%$

的扩增-因为它独特的保守位置使得这种

(%$

能产生多种独特的扩增产物-基本上都在
,-

)

4

---F

J

之间-然后就可以根据扩增产物的电泳条带来

区分细菌的株型,本研究发现共有
7

个类型-其中
1

型
)>

株-占
7-+-?

-

`

型
)

株-占
,+-?

-

%

型
&

株-占

)+,?

-

/

型
&

株-占
)+,?

-

Z

型
)

株-占
,+-?

-

b

型
,

株-占
&)+,?

-

5

型
&

株-占
)+,*?

,分型以
1

型为

主-并且主要在重症监护病房和急诊病房中分布,由

此可见
1

型是本院的流行株-并有流行趋势,

综上所述-本院
%$"(

已经呈现了高度耐药性并

且有流行的趋势-因此院内感染应重点关注多重耐药

菌株的传播-规范化使用抗菌药物-减少耐药菌株的

产生,

1

类碳青霉烯酶的耐药基因还包括
5Z8

.

VYV

等-后续研究还应进行其他耐药基因型的扩增-防止

新的耐药菌株在本院的流行传播,
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