
暴发可能会导致极高的病死率,因此临床上应及时进

行监控和干预。虽然本研究检出产ESBLs肺炎克雷

伯菌株只有1株,但随着抗菌药物的广泛应用,临床

上检出产ESBLs的细菌呈逐年上升趋势的情况不容

忽视。
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碳青霉烯类耐药肺炎克雷伯菌的分布及耐药性分析*

宋 静1,戎建荣2△

(1.山西医科大学,山西太原
 

030051;2.山西大医院检验科,山西太原
 

030032)

  摘 要:目的 研究山西大医院碳青霉烯类耐药肺炎克雷伯菌(CRKP)分离株的临床分布,主要耐药表型

和耐药基因,评估CRKP菌株在改良碳青霉烯类灭活实验(mCIM)中的诊断能力。方法 以41株CRKP菌株

为研究对象,采用VITEK-2全自动微生物分析仪进行鉴定和药敏试验。使用mCIM进行产酶菌株筛选。使用

PCR方法检测KPC、NDM等基因。结果 41株临床分离株主要来自重症医学科,占24.39%。标本类型主要

为痰标本,占31.71%。41株对90%以上的常用药物具有耐药性,其中40株携带KPC基因,1株携带KPC和

NDM基因,1株携带NDM基因。mCIM可以准确的检测出碳青霉烯酶。结论 KPC型碳青霉烯酶是临床分

离的CRKP株中的主要酶,通过使用mCIM可以有效地发现产生耐碳青霉烯酶的菌株。
关键词:肺炎克雷伯菌; 改良碳青霉烯类灭活实验; 碳青霉烯类抗菌药物

DOI:10.3969/j.issn.1673-4130.2020.10.025 中图法分类号:R446.5
文章编号:1673-4130(2020)10-1250-04 文献标识码:B

  肺炎克雷伯菌是一种常见的肠杆菌科细菌,可引

起医院感染,是一种条件性病原体。当身体的免疫功

能下降时,细菌会在肺部、泌尿道等许多部位引起感

染[1]。碳青霉烯类抗菌药物作为临床治疗肠杆菌科

细菌引起感染的重要药物,近年来,随着这些药物的

广泛使用,碳青霉烯类耐药肺炎克雷伯菌(CRKP)已
经出现在世界各地,检出量逐年上升,引起医疗界的

广泛关注[2]。
本研究以山西大医院临床分离的CRKP菌株为

研究对象,探讨其临床分布及耐药性。为临床针对不

同酶型用药,控制产酶菌株提供理论依据。同时,采
用2017年美国临床和实验室标准协会推荐的改良碳

青霉烯类灭活实验(mCIM)对碳青霉烯酶进行筛

选[3],并探讨其在检测CRKP中的应用价值。
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1 材料与方法

1.1 菌株来源 收集2018年1月至2019年1月山

西大医院微生物实验室检出的41株CRKP,排除同

一患 者 重 复 分 离 的 菌 株。质 量 控 制 菌 株 ATCC
 

25922、ATCC
 

1705、ATCC
 

1706。
1.2 方法

1.2.1 菌株鉴定及药敏试验 使用法国 VITEK-2
自动微生物分析仪进行鉴定及药敏实验,参照美国临

床和实验室标准协会最新参考标准判断折点;纸片扩

散法用于药敏试验结果的补充。
1.2.2 mCIM 根据美国临床和实验室标准协会

M100-S27文件推荐方法[3],取过夜培养纯菌落1
 

μL
接种环满环,置于2

 

mL
 

TSB培养基中,并充分摇动。
将10

 

μg美罗培南纸片浸入细菌悬浮液中,并在大气

条件下于(35±2)℃温育(4±0.25)h。在温育快要结

束时,制备大肠杆菌ATCC
 

25922悬浮液(0.5麦氏浊

度)并在 M-H 琼脂平板上均匀涂布。将过量药敏纸

片上的细菌溶液挤出并用无菌镊子贴在上述 M-H琼

脂平板上,在35
 

℃下孵育18~24
 

h以测量抑菌圈的

直径。
1.2.3 基因检测 加热煮沸法制备DNA模板,PCR
扩增 KPC、GES、IMP-1、GIM[4]、NDM、VIM、SPM、
OXA-48[5]基因序列。放置在1.5%琼脂糖凝胶中进

行电泳,观察UV灯下的PCR产物。见表1。
表1  耐药基因引物序列

基因 引物序列(5'→3')
引物长度

(bp)

KPC ATG
 

TCA
 

CTG
 

TAT
 

CGC
 

CGT
 

CT 893

TTT
 

TCA
 

GAG
 

CCT
 

TAC
 

TGC
 

CC

GES GTT
 

TTG
 

CAA
 

TGT
 

GCT
 

CAA
 

CG 371

TGC
 

CAT
 

AGC
 

AAT
 

AGG
 

CGT
 

AG

IMP-1 TGA
 

GCA
 

AGT
 

TAT
 

CTG
 

TAT
 

TC 740

TTA
 

GTT
 

GCT
 

TGG
 

TTT
 

TGA
 

TG

GIM AGA
 

ACC
 

TTG
 

ACC
 

GAA
 

CGC
 

AG 748

ACT
 

CAT
 

GAC
 

TCC
 

TCA
 

CGA
 

GG

NDM GGT
 

TTG
 

GCG
 

ATC
 

TGG
 

TTT
 

TC 621

CGG
 

AAT
 

GGC
 

TCA
 

TCA
 

CGA
 

TC

VIM GAT
 

GGT
 

GTT
 

TGG
 

TCG
 

CAT
 

A 390

CGA
 

ATG
 

CGC
 

AGC
 

ACC
 

AG

SPM AAA
 

ATC
 

TGG
 

GTA
 

CGC
 

AAA
 

CG 271

ACA
 

TTA
 

TCC
 

GCT
 

GGA
 

ACA
 

GG

1.2.4 DNA测序 PCR产物由北京赛默飞公司完

成测序,根据所测序列与GenBank中BLAST程序中

的序列比对。
1.3 统计学处理 采用SPSS17.0统计学软件进行

统计学分析,计数资料采用百分比表示。
2 结  果

2.1 标本来源 分离出41株CPKP菌株,其中13

株来源于痰标本,占31.71%,见表2。
表2  41株CPKP菌株的来源和比例

标本类型 n 比例(%)

痰 13 31.71

尿 8 19.51

血 8 19.51

分泌物 5 12.20

脓液 2 4.88

静脉导管 2 4.88

便 1 2.44

引流液 1 2.44

关节液 1 2.44

2.2 科 室 分 布  重 症 医 学 科 构 成 比 较 高,占

24.39%,其次为普通外科,占21.95%。不同科室

CRKP的分布,见表3。
表3  CPKP菌株的分布及比例

科室 n 比例(%)

重症医学科 10 24.39

普通外科 9 21.95

康复医学科 6 14.63

神经外科 5 12.20

骨科 2 4.88

老年医学科 2 4.88

介入治疗科 1 2.44

泌尿外科 1 2.44

全科医学科 1 2.44

肾内科 1 2.44

血液内科 1 2.44

医疗美容科 1 2.44

血管外科 1 2.44

2.3 CPKP菌株的药敏分析 41株CRKP分离株对

常用药物的耐药性均在90%以上。对氨基糖苷类药

物庆大霉素、头孢菌素类(3代、4代)抗菌药物,青霉

素或3代头孢菌素和酶抑制剂(阿莫西林/棒酸、哌拉

西林/他唑巴坦)的组合显示出更高的耐药率,替加环

素显示出较低的耐药率,见表4。
表4  CPKP菌株的药敏分析

抗菌药物 n 耐药率(%)

氨苄西林
 

41 100.0
 

阿莫西林/棒酸
 

40 95.0
 

哌拉西林/他唑巴坦 37 88.0
 

头孢唑林 41 100.0
 

头孢西丁 41 100.0
 

头孢曲松 41 100.0
 

头孢匹美 38 93.0
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续表4  CPKP菌株的药敏分析

抗菌药物 n 耐药率(%)

氨曲南 40 98.0
 

厄他培南 41 100.0
 

亚胺培南 37 90.0
 

阿米卡星 23 56.0
 

庆大霉素 30 73.0
 

妥布霉素 30 73.0
 

环丙沙星 39 95.0
 

左氧氟沙星 38 93.0
 

替加环素 4 10.0
 

呋喃妥因 40 98.0
 

复方磺胺甲噁唑 22 54.0
 

2.4 表型实验与分子学方法比较 应用统计软件

SPSS17.0与PCR检测方法行一致性检验,Kappa=
0.48,一致性程度尚可,灵敏度95%、特异度100%。

2.5 基因检测 41株产碳青霉烯酶菌株进行测序,

40株携带KPC基因。其中,1株菌同时携带KPC和

NDM基因,1株携带 NDM 基因,剩余耐药基因为

阴性。

3 讨  论

  本研究显示,分离的CRKP主要来源于重症医学

科(24.39%)和普通外科(21.95%),标本类型主要为

痰(31.71%)、尿液(19.51%)和血液(19.51%),可能

与该科室中患者存在基础疾病重、住院时间长,抗菌

药物使用不规范、常进行侵入性诊疗等有关[6-7]。因

此,对于此类科室,应该严格落实医院感染控制相关

措施,积极隔离CRKP感染的患者,尽可能阻断交叉

传播途径,以降低CRKP的感染率。

CRKP治疗临床感染的主要原因是碳青霉烯酶

的产生[8-10]。根据分子结构,可以分为A类、B类和D
类。A类,最常见的是 KPC型,是丝氨酸酶;B类以

NDM、VIM 及IMP型更常见,发挥活性需要金属离

子参与;D类碳青霉烯酶为 OXA-23,OXA-48型等。
在本研究中,mCIM测定法用于检测耐药菌株是否产

生碳青霉烯酶,检测灵敏度95%,特异度100%,灵敏

度低的原因可能为同时合并产AmpC酶、外排泵的高

表达等其他耐药机制[11]。KPC型为主要的酶类型,
且这类菌株往往表现出高水平耐药,可选择药物较

少,因此一旦出现这类细菌,临床将会面对一个非常

棘手的问题。此外,编码 KPC型酶的编码基因常常

通过质粒介导,因此很容易在不同种属细菌之间进行

转移和传播[12]。同时,还有1株菌株同时携带 KPC
和NDM基因,1株菌株携带NDM 型,这类菌株对多

黏菌素和替加环素以外的抗菌药物具有泛耐药特

性[13],也应该引起临床足够的重视。
 

总之,本院CRKP的耐药率超过90%,主要集中

在重症监护病房。KPC型的碳青霉烯酶的产生是

CRKP耐药的主要原因,需引起医务人员的关注。

mCIM作为筛选碳青霉烯酶表型方法,可以准确、及
时地用于产酶菌株的筛选,为临床医生进行个体化治

疗提供依据,同时协助医院感控部门控制CRKP的传

播及暴发。
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·短篇论著·

多种分子检测方法在精确诊断2例罕见α-珠蛋白
生成障碍性贫血中的应用*

姚翠泽,王继成,秦丹卿,杜 丽,刘 玲,袁腾龙,梁 杰,黄华洁△

(广东省妇幼保健院医学遗传中心,广东广州
 

511442)

  摘 要:目的 分析多种分子检测方法在精确诊断罕见α-珠蛋白生成障碍性贫血中的应用,探讨其对预防

珠蛋白生成障碍性贫血出生缺陷的重要性。方法 对2例外周血标本进行血红蛋白毛细管电泳和红细胞参数

的分析,再应用跨越断裂点PCR、PCR结合反向点杂交、多重连接依赖性探针扩增、珠蛋白基因测序及染色体

微阵列等多种方法鉴定此病例的α-珠蛋白生成障碍性贫血基因突变类型。结果 检测到2例病例均为罕见的

缺失型α-珠蛋白生成障碍性贫血。1例为α-珠蛋白基因簇调控位点HS-40区域至ζ珠蛋白基因上游区域杂合

缺失,导致2个α-珠蛋白基因无法正常表达;另1例缺失大小为27.6
 

kb合并常见的东南亚型的双重缺失突变。
结论 此类罕见缺失型的α-珠蛋白生成障碍性贫血合并最常见东南亚缺失类型时,可引起中重型α-珠蛋白生

成障碍性贫血患儿的出生。对罕见α-珠蛋白生成障碍性贫血的精确分子诊断可为遗传咨询和产前诊断提供重

要的指导意义,对预防中重型珠蛋白生成障碍性贫血出生缺陷至关重要。
关键词:罕见缺失型α-珠蛋白生成障碍性贫血; 分子诊断; 精确诊断; 预防出生缺陷

DOI:10.3969/j.issn.1673-4130.2020.10.026 中图法分类号:R556.5
文章编号:1673-4130(2020)10-1253-04 文献标识码:B

  珠蛋白生成障碍性贫血常见于我国南方地区,是
一类因珠蛋白合成障碍所致的遗传性溶血性疾病,主
要分为α-珠蛋白生成障碍性贫血和β-珠蛋白生成障

碍性贫血两类。α-珠蛋白生成障碍性贫血的分子基础

是α2或α1珠蛋白基因发生缺失或点突变致使α-珠
蛋白产量下降,其中缺失型约占80%~90%[1-2]。其

缺失范围从几kb到整个α-珠蛋白基因簇及上游调控

区域的缺失。中国人群中的缺失型α-珠蛋白生成障

碍性贫血主要为--SEA、-α3.7、-α4.2 三种常见类

型[3]。目前,常见的珠蛋白生成障碍性贫血缺失类型

出生缺陷防控工作效果显著,但值得注意的是,近年

来,我国陆续有多种罕见缺失型α-珠蛋白生成障碍性

贫血的研究报道[4-5]。这些罕见缺失型α-珠蛋白生成

障碍性贫血如果合并其他常见的α-珠蛋白基因突变

可导致中重型α-珠蛋白生成障碍性贫血,所以在珠蛋

白生成障碍性贫血高危地区人群中,重视此类罕见珠

蛋白生成障碍性贫血的筛查和检测对更全面地预防

珠蛋白生成障碍性贫血出生缺陷工作尤为重要。目

前国内临床实验室使用跨越断裂点PCR技术的商业

化试剂盒只能检测上述中国人3种常见缺失型α-珠
蛋白生成障碍性贫血,对于罕见缺失型α-珠蛋白生成

障碍性贫血的基因检测还需要多种分子检测方法的

应用。本研究通过对2例不同类型的罕见缺失型α-
珠蛋白生成障碍性贫血病例的基因检测,为多种分子

检测方法在精确诊断罕见α-珠蛋白生成障碍性贫血

中的应用提供新的思路,现报道如下。
1 资料与方法

1.1 一般资料 2例均就诊于本院产前诊断科。病

例1:男,24岁,血液学表现异常,常规珠蛋白生成障

碍性贫血基因检测未见异常。其配偶孕21+1 周,常
规珠蛋白生成障碍性贫血基因检测为--SEA/αα,胎
儿超声诊断为胎儿水肿综合征。病例2:女,28岁,孕
29+1 周,孕期顺利,无输血史。常规珠蛋白生成障碍

性贫血基因检测为--SEA 纯合突变,与血液学表现

不一致。
1.2 方法

1.2.1 血液学表型分析 乙二胺四乙酸抗凝管采集

所有病例外周血2
 

mL,使用迈瑞2000全自动血液分
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