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碳青霉烯类抗菌药物是抗菌谱广,抗菌活性强,杀菌作用

快的
/

.

内酰胺类药物#其良好的细胞通透性,高度的酶稳定性

及较低的毒性等特点已成为目前临床治疗严重细菌感染最主

要的抗菌药物之一#但是随着碳青霉烯类抗菌药物耐药的肠杆

菌科细菌的出现及不断的增多#该类药物的临床应用受到了严

峻的挑战)肠杆菌科细菌对碳青霉烯类抗菌药物耐药的主要

机制是产碳青霉烯酶)因此#快速,准确地检测产碳青霉烯酶

的肠杆菌科细菌#对于预防和控制产酶菌株的传播具有重要意

义)现就实验室检测肠杆菌科细菌产碳青霉烯酶的研究进展

作一综述)

$

!

产碳青霉烯酶肠杆菌科细菌的筛查&表型筛查试验'

准确检测肠杆菌科细菌对碳青霉烯类抗菌药物的耐药性

是筛选产酶菌株的关键#试验方法及底物选择影响产酶菌株的

筛选)

*I:C5<BI

等*

!

+以
ME6_9)

基因作为金标准#采用亚胺培

南,美罗培南,厄他培南对微量肉汤稀释法,

/.GC<G

法,平板稀

释法,

S;K5B<K6I*FGB<K6I

,

U;GCQ."

等方法作比较#微量肉汤稀

释法对
'

种抗菌药物敏感性大于
$&W

#能较好检测出细菌对

碳青霉烯类抗菌药物的耐药性)不同实验底物对产碳青霉烯

酶肠杆菌科细菌筛查的敏感性,特异性各不相同#

26I:=6I

等*

"

+研究报道#以厄他培南作底物的肉汤稀释法,

/.GC<G

法,平

板稀释法,自动化仪器法敏感性大于
$&W

#为最高#但特异性

低于亚胺培南和美罗培南#提示厄他培南应该作为药物敏感性

试验检测最佳底物)近期有研究显示#菌株对厄他培南的敏感

性下降是产
_9)

酶的敏感标志*

'

+

)
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年美国临床和实验

室标准协会$

)21R

&对肠杆菌科细菌碳青霉烯类药物折点进行

了修订#耐药范围能更好地覆盖最小抑菌浓度$

SR)

&值较低

的产酶菌株)然而#筛查范围过宽会造成高产
*=

7

)

或产

)Ag.S

型
/1\2<

合并外膜通道蛋白缺失菌株非特异的假阳

性*

@

+

)由于碳青霉烯酶耐药异质性#至今尚未有对所有产碳青

霉烯酶肠杆菌表型检测的公认和
)21R

等国际权威机构推荐

的方法)因此#对碳青霉烯酶的筛查需要敏感性更高的检测

方法)

/
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表型确认试验

/%$
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改良
[B:

J

C

$

SA[

&

!

SA[

是
)21R

推荐的用于检测碳

青霉烯酶表型的确认试验)

)21R

根据美国大量肠杆菌科分离

菌株进行试验#

SA[

检测这些分离菌株中的
_9)

#敏感度和

特异度均大于
$&W

)

SA[

在筛选产金属
/

.

内酰胺酶细菌时

敏感性低,特异性差,周期长#对低水平金属
/

.

内酰胺酶的敏感

性和特异性有待评估)

SA[

不能区分碳青霉烯酶类型#其他

耐药机制$如
)Ag.S

,

*=

7

)

&存在时也可能出现
"#W

的假阳

性)

,C5I6I:B

等*

#

+设计在
S[A

加入苯硼酸和苯唑西林进行

改良
SA[

#改良后
S[A

对
*

类碳青霉烯酶检测的灵敏度和

特异性更高$

%

$&W

#

!&&W

&#通过不同图形可将产
_9)

,

4/1

,

1S/

,

RSR

,

0S)*

类碳青霉烯酶与
/1\2<

,

*=

7

)

,

S\2<

,非

*

类碳青霉烯酶区分开来)

/%/
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纸片增效试验
!

碳青霉烯类抗菌药物加上酶抑制剂纸片

增效试验常作为检测金属
/

.

内酰胺酶$

S\2

&的方法#根据乙

二胺四乙酸$

/]A*

&抑制
S\2

特性的
/.GC<G

试条作为检测

S\2

建议的方法#但是由于
/.GC<G

试纸条成本较高#其他
/

.

内

酰胺酶耐药机制和膜孔蛋白缺失或高度表达影响
SR)

的结

果*

?

+

)一种包含美罗培南联合抑制剂
/]A*

,吡啶二羧酸,氨

基苯硼酸,氯唑西林碳青霉烯酶检测的试验#可检测出
_9)

,

URS

,

R9S

,

>g*

和碳青霉烯类耐药肠杆菌伴膜孔蛋白缺失

/1\2

,

*=

7

)

*

(
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)利用苯硼酸对
_9)

的高敏感度#合并
*=

7

)

和膜孔蛋白缺失也可检出#与
_9)

不同#氯唑西林对
*=

7

)

和膜孔蛋白有协调作用)

/]A*

,吡啶二羧酸拥有较高的灵敏

度检测产金属酶肺炎克雷伯菌#

/]A*

特异性较差#少量
/1.

\2

,

_9)

,

>g.@3

也可出现阳性#但吡啶二羧酸特异性较强#只

有
S\2

出现阳性#

/1\2

,

_9)

,

>g.@3

都为阴性)
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等*
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报道拉氧头孢
X/]A*

协同试验检测
S\2

#拉氧头孢高水平

水解质粒介导的金属
/

.

内酰胺酶#但对丝氨酸碳青霉烯酶水解

能力偏弱#拉氧头孢对所有
S\2

$包括
R9S

,

URS

等&都耐药

$

$

"'==

&#

/]A*

能增强拉氧头孢抑菌圈直径$

&

!&==

&)

拉氧头孢敏感试验作为常规抗菌试验#用于敏感筛选
S\2

甚

至低产
S\2

的方法)拉氧头孢
X/]A*

协同试验用于不同

S\2

及膜孔蛋白改变的确认#方法简单,经济,结果易于观察#

适合于临床微生物实验室常规检验)
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培养法

通过选择性的在显色培养基中加入碳青霉烯类抗菌药物

筛选 产 碳 青 霉 烯 酶 肠 杆 菌 科 细 菌)

96I6

J

C6

等*

$

+比 较

)[->S6

J

65_9)

与加亚胺培南麦康凯培养基筛选产碳青霉

烯酶肠 杆 菌 的 检 测 结 果#其 阳 性 和 阴 性 预 测 值 分 别 为

)[->S6

J

65!&&%&W

和
$3%3W

#亚胺培南麦康凯培养基

$@%(W

和
33%?W

)尽管
ME6

$

_9)

&和
ME6

$

URS

&在
)[->S6.

J

65

上无法从颜色或菌落形态进行区分#但
)[->S6

J

65_9)

是一个有效的筛选培养基#适用于粪便中筛选各种产碳青霉烯

酶肠杆菌科)一种包含厄他培南,氯唑西林,硫酸锌的培养基

$

1Z9/-)*-\*

&能筛选出$除
>g*.!?'

外&

>g*.@3
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,

-
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检验医学与临床
"&!#

年
?

月第
!"

卷第
!"

期
!
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!
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0B%!"

"

基金项目!广西医药卫生自筹经费计划课题$
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URS

,

RS9

和
_9)

肠杆菌科细菌#$

!

!

'

&

a!&KHF

"

!&&=

J

的

浓度就能检出#敏感性比
)85B=R] /1\2

$

M;BSt5;CFY

&和

)[->S6

J

65_9)

$

)[->S6

J

65

&都高*

!&

+

)
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培养基能有效提高检测产碳青霉烯酶$多数常见类型&肠杆菌

的能力#更广范围检测产碳青霉烯酶任何类型)

R])65M6

是一

种新显色培养基#在检测
0]S.!

比
)BEB5CY_9)

更敏感#有

可能作为筛查
0]S.!

的筛选培养基*
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生物化学方法

1%$

!

)65M609GC<G

*

!"

+

!

96G5;KC0B5:=6II

研发了
)65M609

GC<G

#采用细菌细胞裂解后的酶粗提物与亚胺培南进行反应#碳

青霉烯酶能水解碳青酶烯类抗菌药物#使其开环伴
[

X产生#

一定浓度
[

X可使检测液中的酚红指示剂变色#根据颜色变化

进行判断#推测菌株是否产碳青霉烯酶#根据不同酶抑制剂进

一步确定产碳青霉烯酶菌株的组别)通过生化反应能较好区

分碳青霉烯类耐药菌株的耐药机制)

)65M609

对大多数产碳

青霉烯酶细菌在
!#

!

'& =;I

可检出#

)65M609!&&W

的

>g*.@3

,

_9)

,

RS9

能被检出$无论非选择培养基还是选择培

养基&#

URS

,

0]S

只能从补充锌
SFCEEC5.[;IGBI

琼脂被检

出)

]B5GCG

等*

!'

+研究表明锌离子浓度是
)65M609

检测
URS

,

0]S.!

的关键)

)65M609

还可用于直接检测血培养细菌,培

养基上生长菌落及临床标本#但阳性,阴性预测值有待评估)

该试验与分子生物学技术比较#敏感性,特异性均为
!&&W

#

"8

可获得结果#经济实用且不需要其他技术#可在医院微生物实

验室日常实施)

1%/

!

基 质 辅 助 激 光 解 析 电 离 飞 行 时 间 质 谱 $

S*2]R.

A>,S1

&方法*

!@

+

!

将细菌菌液加入到含美罗培南十二烷基硫

酸钠
A5;<.[KE.06KE

缓冲液中#

'#`

孵育
"8

#

!

$

2

上清液与
!

$

2

二甲基苯甲酸混合后进行
S*2]R.A>,S1

检测#产碳青霉

烯酶肠杆菌科细菌由于可以水解美罗培南出现
'#3%#

,

'3&%#

=

"

P

质谱峰#不出现
'3@%#

,

@&?%#S

"

^

质谱峰#非产碳青霉烯

酶细菌则相反#通过质谱峰的变化可以鉴定产碳青霉烯酶肠杆

菌科细菌)

S*2]R.A>,S1

法与
9)-

,测序法,分光光谱测量

法结果高度一致#无假阳性,假阴性结果)该法可快速,准确直

接检测酶活性#其不仅可以作为鉴定依据还可以用于耐药机制

分析#但是要注意标本晾干后立即用质谱仪测定#如耽搁
!8

后会引起美罗培南降解而变异)

1%'

!

二氧化硅磁珠法*

!#

+

!

用二氧化硅磁珠快速裂解产碳青

霉烯酶细菌#检测提取物对亚胺培南,美罗培南,头孢他啶水解

活性#根据酶底物特异性和
/]A*

,克拉维酸抑制不同碳青霉

烯酶的特点#快速区分丝氨酸碳青霉烯酶和金属碳青霉烯酶)

1%1

!

分光光度计法
!

分光光度计检测碳青霉烯酶的水解作用

是检测可疑菌株碳青霉烯酶产生的参考方法)分别检测细菌

粗提物或部分纯化酶加抑制剂和不加抑制剂#对碳青霉烯类药

物水解前后的吸光度#检测酶的活性)这种方法能够获取酶

型#但必须在参考实验室进行)

2

!

免疫层析法(

$)

*

根据金属酶抗原表位的单克隆抗体建立免疫层析法可以

直接检测碳青霉烯类不敏感的
R9S

/

.

内酰胺酶肠杆菌和非发

酵菌#免疫层析法直接检测
RS9.S\2<

$包括
RS9.!

,

."

,

.?

,

.

(

,

.!&

,

.!!

,

.!$

,

."&

,

.""

,

.@&

,

.@!

,

.@"

新型&#

RS9.S\2<

通过与

双纸片增效试验,

S\2/.GC<G

,

SA[

比较#

9)-

证实#敏感性,

特异性均为
!&&W

#有关试验结果表明#对于
RS9.S\2<

免疫

层析法有可能替代
9)-

)

)

!

分子生物学方法

)%$

!

9)-

法
!

包括普通
9)-

,多重
9)-

,实时
9)-

,分子信标

多重实时
9)-

#

9)-

技术采用基因特异性引物进行
9)-

扩增

及基因测序#可以检测细菌是否具有碳青霉烯酶基因#多重

9)-

技术通过在
!

个反应体系中加入多对特异引物可以在
!

次反应中检测多种目的基因)

D6I:C5 ĈC

等*

!(

+采用多重实时

9)-

准确,快速地检测
)65M6

7

CIC=6<C<ME6>g*.@3

,

ME6URS

,

ME6RS9

,

ME60]S

,

ME6_9)

#而且适用于筛选肉汤培养或直肠拭

子和临床标本)实时荧光定量
9)-

用荧光定量探针对所有

ME6_9)

进行扩增#阳性扩增产物被
\<G0

(

和
-<6

(

进行酶切

消化分析以区分
ME6_9)!.'

型基因)分子信标多重实时
9)-

根据荧光强度和荧光类型能检测出
ME6_9)."

!

ME6_9).!!

#有

学者报道用分子信标多重实时
9)-

可检测
0]S.!

基因)与

常规
9)-

相比较#分子信标多重实时
9)-

可以进行闭管操

作#有效消除核酸交叉污染#具有实时,定量,高灵敏度,高特异

性特点)在临床应用中
9)-

法是检测碳青霉烯酶基因的金标

准#但是由于需要特殊仪器设备#费用昂贵#不适合临床实验室

开展#另外其也无法检测细菌大量耐药的机制和碳青霉烯类耐

药的其他机制)

)%/

!

核酸微阵列法*

!3

+

!

9)-

是最广泛使用的分子技术#然而

这些方法仍然耗时)核酸微阵列法从提取
]0*

到结果报告

仅需
(

!

38

)

)8CKQ.S]- )A!&"

微阵列除了检测
_9)

,

>g*.@3

,

URS

,

RS9

,

0]S.!

碳 青 霉 烯 酶 基 因#还 可 检 测

A/S

,

1[U

,

)Ag.S /1\2<

#

ME6URS

,

ME6RS9

,

ME60]S

,

ME6>g*.@3

基因#其特异性和敏感性都为
!&&%&W

#而
ME6_9)

基因分别为
!&&%&W

和
3#%&W

)

ME6URS

,

ME6RS9

,

ME60]S

,

ME6>g*.@3

基因#阳性和阴性预测值都是
!&&%&W

#

ME6_9)

基

因的阳性和阴性预测值分别为
!&&%&W

和
$3%&W

)核酸微阵

列可区分同一分离株中产碳青霉烯酶基因及
/1\2<

,

*=

7

)

,

膜孔蛋白缺失#但对于不动杆菌$

>g*."'

,

>g*."@

,

>g*.#3

&

可能会漏检#无法检测少见的
9/-

,

4/1

,

U/\

,

\/2.!

,

/1.

\2<

#无法区分各种酶亚型)

)%'

!

环介导等温扩增技术
!

0BGB=;

首先提出了环介导等温

扩增技术#其利用一种具有链置换反应
]0*

聚合酶和
"

对特

殊引物#对靶序列上的
?

个特异序列进行特异扩增#在
?#`

的

等温条件下反应
!8

即可将靶序列
]0*

扩增
!&

$

!

!&

!&倍#产

生肉眼可见的白色焦磷酸镁沉淀)环介导等温扩增与
9)-

比

较#检测
ME6

$

0]S.!

&和
ME6

$

_9)

&具有更大的敏感性和特异性

且快速#

0]S.!

阳性参考菌株基因组每管
!

7J

]0*

检出*

!$

+

)

'@#

份临床样本的检测结果显示#与
9)-

检测结果
!&&W

的一

致#其中
'

个受污染的标本被正确检出#

9)-

却不能#但其高

敏感性可能造成假阳性导致应用受到一定的限制*

"&

+

)

.

!

结
!!

语

产碳青霉烯酶是肠杆菌科细菌对碳青霉烯类抗菌药物耐

药的主要原因)碳青霉烯酶的检测方法主要有耐药菌筛选,表

型确认,基因水平分析等#效能各有利弊#而快捷,方便,准确的

实验室检测方法有待进一步研究)临床微生物实验室应根据

流行病学资料制定统一的适合该地区的实验室检测标准#将碳

青霉烯酶检测作为实验室常规项目#可最大限度地发现耐药菌

-

$$(!

-

检验医学与临床
"&!#

年
?

月第
!"

卷第
!"

期
!
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!
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!

UBE%!"

!

0B%!"



株#为临床提供快速,准确的信息#针对性地进行抗菌治疗和控

制产碳青霉烯酶肠杆菌科细菌的传播#防止该类病原菌的扩

散#有效控制医院感染的发生)
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