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!短篇论著!

基于免疫显色法分析%(L例儿童耐碳青霉烯革兰阴性菌的
碳青霉烯酶表型

李!婵!陈!楠
天津市儿童医院检验科!天津())%(&

!!摘!要"目的!对免疫显色法与!>0检测耐碳青霉烯酶表型的结果进行对比分析'分析')%Jh')')年住
院患儿耐碳青霉烯类革兰阴性菌的耐药性!为临床合理使用抗菌药物及控制院内感染提供参考$方法!选用

[/,.A #"和[/,.A'>;2QOT6全自动微生物质谱检测系统和全自动微生物鉴定仪对肠杆菌科细菌及非发
酵菌开展鉴定和药敏试验'收集')%Jh')')年分离的耐碳青霉烯类肠杆菌科细菌">0.#LE株!非发酵菌*'
株'选用!>0和免疫显色法分别检测这%(L株细菌的耐碳青霉烯酶表型$结果!肠杆菌科细菌以9:OA!>和

9:O1$#表型为主'非发酵菌中!鲍曼不动杆菌以9:O1$#表型为主!铜绿假单胞菌以9:OA!>为主$免疫显色
法与!>0法检测结果比较!差异无统计学意义"!%)D)E#$结论!本院住院患儿分离的肠杆科细菌和非发酵
菌的耐碳青霉烯酶表型有多种!免疫显色法检测结果与!>0检测结果一致$

关键词"免疫显色法'!碳青霉烯酶'!肠杆菌'!非发酵菌'!耐药基因'!儿童

!"#!%)D(J*J"KD=558D%*L(?&%()D')'(D)&D)'L 中图法分类号"0&&*DE
文章编号"%*L(?&%()"')'(#)&?)E)J?)& 文献标志码"+

!!革兰阴性菌是医院感染的关键病原菌(大部分具
备多重耐药性(在全部#?内酰胺抗菌药物中(碳青霉
烯类抗菌药物的抑菌活力最强'近年来(伴随着碳青
霉烯类抗菌药物的广泛及不合理应用(革兰阴性菌对
这种抗菌药物形成了越来越多的耐药性(不断有在儿

童或新生儿群体中暴发感染的报道)%?'*'根据全国细
菌耐药监测网$>0+""&数据显示(')%J年儿童医院
的耐碳青霉烯肺炎克雷伯菌检出率为%&\(高于三级
医院的%%D*\和二级医院的EDE\(同时比')%B年
儿童 医 院 的 耐 碳 青 霉 烯 肺 炎 克 雷 伯 菌 检 出 率
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$%(DB\&增加)D'\'同时(耐碳青霉烯鲍曼不动杆
菌$>0+<&和耐碳青霉烯铜绿假单胞菌$>0!+&检出
率随着碳青霉烯类抗菌药物的广泛和不合理使用也

日益增多'产生碳青霉烯酶是肠杆菌科细菌对碳青
霉烯类药物耐药最主要的机制)(*'本研究使用免疫
显色法检测了本地区儿童临床分离的耐碳青霉烯革

兰阴性菌产生的碳青霉烯酶表型(为临床合理使用抗
菌药物提供依据(同时采用!>0检测对免疫显色法
检测的结果进行验证(以明确此方法的准确性'

A!材料与方法

ADA!材料!收集')%Jh')')年从本院住院患儿临床
标本中分离得到的对亚胺培南或美罗培南耐药的肠杆

菌科细菌$共LE株(其中肺炎克雷伯菌E(株%大肠埃希
菌''株&和非发酵菌$共*'株(其中鲍曼不动杆菌')
株%铜绿假单胞菌&'株&(去除同一患者的重复菌株'

ADB!仪器与试剂![/,.A #"%[/,.A'>;2QOT6%

!>0扩增仪购自赛默飞世尔科技有限公司-A!>型
与1$#型碳青霉烯酶免疫显色试剂盒%[/# 型碳青
霉烯酶免疫显色试剂盒%]d+?'(型碳青霉烯酶免疫
显色试剂盒%]d+?&B型碳青霉烯酶免疫显色试剂盒
购自北京金山川公司-亚胺培南和美罗培南药敏纸片
购自赛默飞世尔科技有限公司'

ADC!方法

ADCDA!细菌的鉴定与药敏试验!采用 [/,.A #"
和[/,.A'>;2QOT6全自动微生物质谱检测系统和
全自动微生物鉴定仪对肠杆菌科细菌及非发酵菌各

自开展鉴定和药敏试验'选用纸片法$A?<法&核查
全自动仪器对亚胺培南和"或美罗培南耐药性的检测
结果(确定待测菌株对亚胺培南和"或美罗培南的耐
药性与全自动仪器法检测结果一致(折点参照>H"/
#%))"'J中的规范'

ADCDB!!>0检测耐药基因!$%&待测菌核酸提取!将
挑选出的菌株接种于血平板((E`恒温箱孵育%B"
'&P(挑单独菌落添加E)&H无菌UUF']搅拌(%))
`水浴%)2=8(裂解细菌释放出来$1+(以%')))7"

2=8离心E2=8(取上清液检测吸光度$$&比值$'*)"

$'B)(评估 $1+ 提取质量'将得到的上清液分装(
于h')`保存'$'&引物设计及扩增E种碳青霉烯酶
基因!耐药基因引物序列参考文献)&?E*(由金唯智生
物科技$北京&有限公司合成'引物序列见表%'

表%!!!>0引物序列

基因名称 引物序列$Ebh(b&
产物大小

$9Q&

9:OA!>
G!,-,>+>,-,+,>->>-,>

0!>,>+-,->,>,+>+-++++>>
J))

9:O1$#
G!->+->,,-,>-->>+,->--->

0!--,>->-++->,-+->+>>->+,
LB'

续表%!!!>0引物序列

基因名称 引物序列$Ebh(b&
产物大小

$9Q&

9:O[/#
G!-,,,--,>->+,+,>->++>

0!++,->->+->+>>+--+,+-
(BJ

9:O]d+?'(
G!-+,>--+,,--+-++>>+-+

0!+,,,>,-+>>->+,,,>>+,
E)%

9:O]d+?&B
G!->-,--,,++--+,-++>+>

0!>+,>++-,,>++>>>++>>-
&(B

ADCDC!免疫显色法检测碳青霉烯酶表型!使用免疫
显色试剂盒进行检测(严格按说明书进行操作'
ADD!统计学处理!采用"!""''D)软件进行数据处
理'计数资料以例数或百分率表示(组间比较采用!'

检验(!$)D)E为差异有统计学意义'采用 3F]?
1.,ED*软件分析细菌耐药性'
B!结!!果

BDA!耐碳青霉烯类肠杆菌科细菌$>0.&的碳青霉烯
酶表型分析

BDADA!!>0检测耐药基因!共检测出9:OA!>型%%
株(全部为肺炎克雷伯菌-9:O1$# 型(L株(包含'(
株肺炎克雷伯菌和 %& 株大肠埃希菌-9:OA!>i
9:O1$# 混 合 型 %J 株(均 为 肺 炎 克 雷 伯 菌-
9:O1$#i9:O]d+?'(混合型(株(均为大肠埃希菌-
另有E株大肠埃希菌的耐药机制不在检测的E种碳
青霉烯酶表型范围内'
BDADB!免疫显色法检测碳青霉烯酶表型!共检测出
9:OA!>型%'株(全部为肺炎克雷伯菌-9:O1$# 型

&)株(分别为'(株肺炎克雷伯菌和%L株大肠埃希
菌-9:OA!>i9:O1$#混合型%B株(均为肺炎克雷伯
菌-9:O]d+?'(型%株(确认为大肠埃希菌-另有&株
大肠埃希菌耐药机制不在检测的E种碳青霉烯酶表
型范围内'
BDADC!免疫显色法检测碳青霉烯酶表型的效能评
估!以!>0检测结果作为金标准(对免疫显色法检
测碳青霉烯酶从符合率%灵敏度%特异度等方面进行
评估(经!' 检验(两种方法检测碳青霉烯酶主要表型
的结果比较差异无统计学意义$!%)D)E&(见表''

LE株>0.用两种方法检测(9:O[/# 和9:O]d+?&B
两种表型结果均为阴性'
BDB!*'例儿童耐碳青霉烯非发酵菌的碳青霉烯酶表
型分析

BDBDA!!>0检测耐药基因!')株>0+<检测到(
种碳青霉烯酶基因(分别为 9:O1$# 型$%' 株&%
9:O1$#i9:OA!>型$'株&%9:O1$#i9:O]d+?'(
型$%株&(以9:O1$# 型为主-&'株 >0!+ 检测到
9:OA!>型'(株'
BDBDB!免疫显色法检测碳青霉烯酶表型!使用免疫
显色法对碳青霉烯酶表达阳性的菌株进行检测(
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>0+<中检测到9:O1$# 型%'株%9:O1$#i9:OA?
!>型%株%9:O1$#i9:O]d+?'(型%株(>0!+中
检测到'%株9:OA!>型'

BDBDC!免疫显色法检测碳青霉烯酶表型的效能评

估!以!>0结果为金标准(免疫显色法检测>0+<
和>0!+碳青霉烯酶表型的灵敏度%特异度均较高'
经!' 检验(两种方法检测的碳青霉烯酶表型结果比
较差异无统计学意义$!%)D)E&'见表('

表'!!两种方法检测碳青霉烯酶主要表型的比较

表型 检测方法 阳性$-& 阴性$-& 灵敏度$\& 特异度$\& 符合率$\& !

9:OA!> !>0法 () &E %))D) %))D) %))D) %D)))
免疫显色法 () &E

9:O1$# !>0法 EJ %* JBD( %))D) JBDL )DB&&
免疫显色法 EB %L

表(!!两种方法检测碳青霉烯酶主要表型的比较

表型 检测方法 阳性$-& 阴性$-& 灵敏度$\& 特异度$\& 符合率$\& !

9:OA!> !>0法 'E (L BBD) %))D) JED' )DELJ
免疫显色法 '' &)

9:O1$# !>0法 %E &L J(D( %))D) JBD& )DB('
免疫显色法 %& &B

BDC!产碳青霉烯酶革兰阴性菌的耐药情况分析!
>0.菌株对阿米卡星%庆大霉素和妥布霉素耐药率较
低(而对头孢类抗菌药物的耐药率几乎都在J)\以
上->0+<菌株对阿米卡星%四环素%妥布霉素等耐药
率低->0!+对阿米卡星耐药率低(对庆大霉素和妥
布霉素耐药率在E)\左右(见表&'

表&!!耐碳青霉烯革兰阴性菌的耐药情况$\%

抗菌药物 >0. >0+< >0!+
氨苄西林 %))D) h h
哌拉西林 %))D) %))D) E&DB
氨苄西林"舒巴坦 %))D) E)D) h
哌拉西林"他唑巴坦 %))D) J'DB ELD%
头孢唑啉 %))D) %))D) %))D)
头孢呋辛 %))D) %))D) %))D)
头孢他啶 %))D) *)D) E)D)
头孢曲松 JBDL EED) h
头孢噻肟 JBDL EED) h
头孢吡肟 %))D) %))D) *&D(
头孢替坦 LBDL %))D) %))D)
头孢呋辛酯 JBDL J)D) %))D)
氨曲南 B'DL h LBD)
亚胺培南 J'D) *)D) *JD)
美洛培南 J(D( *)D) B%D)
阿米卡星 'ED( )D) 'D&
庆大霉素 (BDL E)D) E'D&
妥布霉素 '*DL )D) E)D)
环丙沙星 *BD) ED) &LD*
左旋氧氟沙星 *ED( ED) &LD*
莫西沙星 BJD( ED) BBD%
复方磺胺甲唑 &BD) EED) h
呋喃妥因 &JD( %))D) %))D)
四环素 &ED( ED) h

!!注!h表示该项无数据'

BDD! 产碳青霉烯酶革兰阴性菌的临床分布特
征!$%岁的幼儿分离到>0.的比例明显高于&%
岁的儿童(而非发酵菌$>0+<和>0!+&则主要分离
自%"%)岁的儿童$*&DE\&的临床标本'分离到
>0.的患儿中(男性所占比例高于女性-分离到非发
酵菌的患儿中(男性所占比例 $EBD%\&比 女 性
$&%DJ\&略高-分离到>0.最多的临床标本类型是
尿液$(LD(\&(分离到非发酵菌最多的临床标本则是
痰液$&BD*\&'见表E'

表E!!分离到产碳青霉烯酶革兰阴性菌的感染患儿

!!!临床特征及标本来源分析

项目
>0.菌株

$-ILE&
>0+<和>0!+菌株

$-I*'&

年龄)-$\&*

!$'BU 'J$(BDL& h

!'BU至$%岁 ()$&)D)& ')$('D(&

!%"%)岁 %E$')D)& &)$*&DE&

!%%)岁 %$%D(& '$(D'&

性别)-$\&*

!男 E*$L&DL& (*$EBD%&

!女 %J$'ED(& '*$&%DJ&

标本类型)-$\&*

!尿液 'B$(LD(& E$BD%&

!痰液 %*$'%D(& 'J$&*DB&

!脓液 %&$%BDL& ')$('D(&

!血液 B$%)DL& '$(D'&

!腹水 &$ED(& h

!分泌物 ($&D)& *$JDL&

!脑脊液 %$%D(& h

!支气管肺泡灌洗液 %$%D(& h
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C!讨!!论
铜绿假单胞菌%鲍曼不动杆菌和肠杆菌科细菌多

见于自然界%医疗环境中以及皮肤上'它们是目前临
床中检出最多的革兰阴性菌(是医院门诊继发感染的
关键致病菌(尤其是鲍曼不动杆菌和铜绿假单胞菌(
可引起全身多个部位的感染(是泛耐药菌中最常见的
细菌'革兰阴性菌对碳青霉烯类抗菌药物耐药性的
报道越来越多(对于儿童该类报道的数量也在逐年增
多(但大多数是小范围报道)*?L*'

本研究结果显示!>0.中(肺炎克雷伯菌产碳青
霉烯酶表型分别为9:O1$#$&(D&)\&%9:OA!>i
9:O1$#$(EDBE\&%9:OA!>$')DLE\&(大肠埃希菌
产碳青霉烯酶表型则分别为 9:O1$#$*(D*&\&%

9:O1$#i9:O]d+?'($%(D*&\&%其他$''DL(\&'
肺炎克雷伯菌以9:O1$# 型$包含与9:OA!>混合
型&为主(与国内某大型儿童医院的LLD(\9:O1$#
型肺炎克雷伯菌的报道基本一致)B*'大肠埃希菌也
以9:O1$#型为主(与9:O1$#型大肠埃希菌的主要
流行区域是亚洲大陆的中国和印度的报道一致)J?%)*'
但北京地区儿童患者分离的碳青霉烯类耐药肺炎克

雷伯菌是以9:OA!>和9:O/#!?&型金属酶为主'这
种碳青霉烯酶类型不同的现象(可能与各地区使用抗
菌药物种类不同有关)%%*'而*'株非发酵菌结果中(

')株>0+<检测到(种碳青霉烯酶基因以9:O1$#
型为主(与王紫琦等)%'*研究的以9:O]d+?'(型检出
为主的结论不同(可能与地区和人群不同相关-&'株

>0!+ 以 9:OA!> 为 主'9:OA!> 型 >0!+ 中 带

9:OA!>?'基因质粒)%(*(这种耐药特性将如同其在肠
杆菌科细菌一样在铜绿假单胞菌中播散'

以!>0 检测结果为金标准(免疫显色法检测

>0.的(种主要表型9:OA!>%9:O1$#%9:O]d+?&(
与!>0检测结果比较差异无统计学意义$!%)D)E&'
同时(免疫显色法对*'株菌非发酵菌的结果也与

!>0检测结果比较差异无统计学意义$!%)D)E&'
但有几株菌出现!>0阳性而免疫显色法阴性(可能
是因为菌株中目标耐药基因的表达水平低于免疫显

色法试剂的检测低限(而!>0通过扩增过程可以检
测到'综上所述(!>0法与免疫显色法同样可以检测
肠杆菌及非发酵菌的碳青霉烯酶耐药基因'

综上所述(肠杆菌和非发酵菌碳青霉烯酶耐药基
因分型所使用的免疫显色法具有操作简便%报告快
速%便于操作%不易污染等特点(而且可用于检测非发
酵菌和肠杆菌科细菌(优于其他传统的检测方法(适
合基层医疗机构实验室常规开展'但本研究的标本
量偏少(需要日后积累更多的菌株后进行大样本量检

测和分析(以期为临床个性化用药%及时准确地进行
评估提供更多参考'
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