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新生儿耐碳青霉烯类肺炎克雷伯菌耐药性及耐药基因研究"
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要"目的
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研究临床分离自新生儿的耐碳青霉烯肺炎克雷伯菌的耐药性及碳青霉烯酶耐药基因类型%方法
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收集
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年
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年
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月南宁市
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家妇幼保健院住院新生儿临床分离碳青霉烯类耐药肺炎克雷伯菌
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株%使用生物梅里埃公司

的
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全自动细菌鉴定仪对细菌进行鉴定以及菌株最低抑菌浓度"
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$检测%改良
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试验筛选碳青霉烯酶

阳性菌株!乙二胺四乙酸"

,P7+

$纸片增效试验筛选产金属酶菌株%
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扩增碳青霉烯酶基因"
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$!并对
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阳性产物测序鉴定!测序结果与
3<:N@:[

数据库进行比对%结果
!

药敏结果显示!

L

株耐药

菌株对大部分临床常用抗菌药物高度耐药!对氟喹诺酮类抗菌药物和氨基糖苷类抗菌药物有较高的敏感性%表型确认试验显示!
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株改良
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试验阳性!
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株
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协同试验阳性%
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株碳青霉烯类耐药肺炎克雷伯菌均携带
RQ25'

碳青霉烯酶基因!未检出
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型碳青霉烯酶基因%结论
!

本地区新生儿碳青霉烯类耐药肺炎克雷伯菌对多种抗菌

药物的耐药率较高!新生儿临床分离碳青霉烯类耐药肺炎克雷伯菌主要耐药机制是产
N

类碳青霉烯酶!

RQ25'

是其主要酶型%

关键词"新生儿#
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耐药基因
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碳青霉烯类抗菌药物是迄今已知的抗菌药物中抗菌谱广#

抗菌作用强#对
'

5

!

酰胺酶高度稳定#特别适用治疗由产超广

谱
'

5

内酰胺酶$

,ONU=

&或$和&头孢菌素酶$
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D

)

&细菌所引起

的严重感染)随着碳青霉烯类药物在临床上的广泛使用#产碳

青霉烯酶的肺炎克雷伯菌分离率逐年增高#且在新生儿中也分

离到耐碳青霉烯类肺炎克雷伯菌#但有关新生儿产碳青霉烯酶

肺炎克雷伯菌耐药研究鲜有报道#本研究对临床分离自新生儿

耐碳青霉烯类的肺炎克雷伯菌进行耐药性及耐药基因进行研

究#为新生儿该类菌感染治疗及医院感染控制提供实验依据)
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资料与方法
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菌株来源
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收集广西壮族自治区妇幼保健院$广西妇产

医院*儿童医院&*南宁市妇幼保健院
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年
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月至
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年
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月从新生儿中分离的非重复厄他培南最低抑菌浓度
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或者美罗培南*亚胺培南
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肺炎克雷伯菌菌株
L

株)

$#/

!

菌株的鉴定及药敏试验
!

细菌分离参照全国临床检验操

作规程进行#将收集到的菌株复苏#应用
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全

自动细菌鉴定仪$法国生物梅里埃公司&鉴定细菌#配套药敏卡
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检验医学与临床
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期
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基金项目!广西医药卫生自筹经费计划课题$

X!%"'"-!

&)

!!

作者简介!黄维真#女#副主任技师#主要从事临床微生物检验方向的研究)
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3W5".

&对分离自新生儿的肺炎克雷伯菌进行药敏试验$

QR)

法&)药敏试验判断标准参照
!%".

版美国临床和实验室标准

协会$

)UOR

&标准)体外药敏试验质控菌株为大肠埃希菌

+7))!-6!!

和肺炎克雷伯菌
+7))&%%$%.
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碳青霉烯酶*金属酶表型检测
!

$
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&改良
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试验筛

查产碳青霉烯酶!无菌生理盐水将大肠埃希菌
+7))!-6!!

菌

悬液调至
%#-

麦氏浊度#并用生理盐水进行
"m"%

稀释#用棉

签将稀释后菌液均匀涂布于
Q(

琼脂平皿上#干燥
"%G9:

)

将厄他培南纸片置于
Q(

琼脂平皿上#使用
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接种环挑取

.

!
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个过夜生长待测菌落垂直于厄他培南纸片从纸片边缘开

始划线#长度为
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孵育
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)如果在被测

菌株与大肠埃希菌
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抑菌圈交汇处大肠埃希菌生

长增强即为产碳青霉烯酶)$
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乙二胺四乙酸$

,P7+

&

复合纸片试验筛查金属酶!将待测菌配制成
%#-

麦氏菌液#均

匀涂布
Q(

平皿#待干后#间隔一定距离贴
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张
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$
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片#在其中
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张
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溶液#置

.-f

孵育
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)加
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的纸片抑菌环直径与不加
,P7+

的纸片抑菌环直径差值大于等于
-GG

即为阳性判断为产金

属酶)
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碳青霉烯酶基因检测
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参考相关文献设计并合成
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扩增引物$引物序列见表
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&#引物由上海英俊生物公司合成)

细菌总
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反应结束后#
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#电泳鉴定)

PW+ Q@B[<B

购自大连宝生物有限公司)反应

在梯度
2)T

仪$美国
N98G<>B@

公司&上进行)
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PW+

测序分析
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产物连接
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QP"L57V<0>8B

$大连

宝生物有限公司&#转化感受态细胞#筛选阳性克隆菌#菌液
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鉴定)由
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对重组质粒的外源基因片段进行序

列测定#测序结果与
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序列进行比对$
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"&#确定耐药基因类型)

表
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耐碳青霉烯酶肺炎克雷伯菌基因引物表

基因
引物序列
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药敏结果
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抗菌药物药敏试验显示所有菌株对大多数临

床常用抗菌药物耐药#碳青霉烯类抗菌药物的
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值范围稍

有不同#亚胺培南为
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#厄他培南为
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#对氨基糖苷类敏感性
L&#-\

#所有菌株对氟喹诺酮类

抗菌药物全部敏感#药敏试验结果见表
!
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耐碳青霉烯类肺炎克雷伯菌对
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扩增
RQ2

基因产物电泳结果

图
!

!!

2)T

产物测序结果

/#/

!

碳青霉烯酶*金属酶表型检测结果
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L

株碳青霉烯类耐

药肺炎克雷伯菌改良
(8I
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<

试验阳性
$

株$弱阳性
"

株&阳性

率为
&-#%\

)双纸片增效试验阳性
&

株#阳性率为
L&#-\
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扩增碳青霉烯酶基因结果
!

L

株碳青霉烯类耐药肺

-

"%"!

-

检验医学与临床
!%"$

年
L

月第
".

卷第
"-

期
!

U@/Q<I)C9:

!

+K

?

K=>!%"$

!

V8C#".

!

W8#"-



炎克雷伯菌全部检出
RQ2

基因#

/C@RQ2

基因阳 性 率 为

"%%#%\

#扩增结果见图
"

)所有肺炎克雷伯菌株
2̀)

*

3,O

*

OQ,

*

WQ)

*

RQR

*

WPQ5"

*

VRQ

*

ORQ

基因均为阴性)

/#1

!

2)T

产物测序结果
!

基因测序结果显示#检出
RQ2

基因

确认均为
/C@RQ2'

型#经与
W)NRNC@=>

比较#与
RQ25'

亚型同

源性
66#%\

)

2)T

产物测序结果见图
!
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讨
!!

论
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年中国
)(RW,7

细菌耐药性监测报告肠杆菌科细

菌中碳青霉烯类耐药株以肺炎克雷伯菌为最多#其对亚胺培

南*美罗培南和厄他培南的耐药率逐年上升'

"

(

#耐碳青霉烯类

肺炎克雷伯菌不断增多给临床感染治疗带来很大困难)新生

儿机体免疫力低#抗菌药物使用种类有限#感染治疗以
'

5

内酰

胺类抗菌药物为主#此类耐药菌株出现对新生儿危害更大)本

研究结果显示
L

株分离自新生儿的肺炎克雷伯菌对大部分临

床常用抗菌药物高度耐药)氨基糖苷类和喹诺酮类因其对耳*

肾和骨骼的不良反应#新生儿中几乎不使用#使得其保持较高

的敏感性)本组细菌对厄他培南耐药率为
L&#-\

*亚胺培南

耐药率为
&-#%\

#厄他培南筛选耐药肺炎克雷伯菌敏感性高

于亚胺培南#

U@:IG@:

等'

!

(指出厄他培南应该作为药敏试验

检测最佳底物)因此对于新生儿临床分离菌株应采用厄他培

南进行筛选或同时检测
!

种碳青霉烯类抗菌药物可提高耐药

肺炎克雷伯菌检出)

改良
(8I

?

<

试验是临床实验室标准化协会$

)URO

&推荐的

用于检测碳青霉烯酶表型确认试验)碳青霉烯类抗菌药物加

上
,P7+

纸片增效试验常作为检测金属
'

5

内酰胺酶方法)文

献报道改良
(8I

?

<

试验检测分离菌株中的肺炎克雷伯菌碳青

霉烯酶#敏感度和特异度均大于
6%#%\

#在筛选产金属
'

5

内酰

胺酶敏感性低)本研究
,P7+

纸片增效试验阳性率高于改良

(8I

?

<

试验#这与所检测耐碳青霉烯类肺炎克雷伯菌都是产金

属酶
RQ2

基因有关)本研究中有
"

株
,P7+

纸片增效试验*

改良
(8I

?

<

试验均阴性菌株#但
2)T

检出金属酶
RQ2

基因)

金属酶多数由质粒介导#极易在不同菌株中传播#表型确认试

验假阴性势必造成碳青霉烯酶基因漏检#对于新生儿特殊人群

当
,P7+

表型筛查阴性时#建议培养基中添加锌#有助于提高

方法的敏感性'

.

(

#或者应用其他金属抑制剂筛查或用
2)T

对

常见金属酶进行扩增)

产碳青霉烯酶是肺炎克雷伯菌对碳青霉烯类抗菌药物耐

药的主要机制)碳青霉烯酶分为
+

*

P

类丝氨酸碳青霉烯酶#

N

类金属
'

5

内酰胺酶#其中最主要的
+

类碳青霉烯酶是肺炎克

雷伯菌碳青霉烯酶)有文献报道产
2̀)5!

型碳青霉烯酶是国

内外医院成人肺炎克雷伯菌对碳青霉烯类耐药的主要原因'

'

(

)

肺炎克雷伯菌
N

类金属酶包含
VRQ

*

RQ2

和
WPQ5"

#

RQ2

型是主要型别)质粒介导的
RQ25C

于
"66"

年在日本的铜

绿假单胞菌中首次被发现'

-

(

#其后在中国台湾*澳大利亚先后

检测到产
RQ25L

*

RQ25'

的肺炎克雷伯菌'

$

(

)国内
!%%L

年在

武汉报道
RQ25'

肺炎克雷伯菌'

&

(

#汪癑等'

L

(研究发现儿科分

离碳青霉烯类耐药肠杆菌科细菌较多#并且均携带碳青霉烯酶

基因#

RQ25'

是主要酶型)产
RQ25'

型金属酶肺炎克雷伯菌

是国内分离自儿童对碳青霉烯类抗菌药物耐药的主要型

别'

65"%

(

)本研究发现#

L

株分离自新生儿的耐碳青霉烯类肺炎

克雷伯菌均为产
RQ25'

型金属
'

5

内酰胺酶#

2̀)

*

3,O

*

OQ,

*

WQ)

*

RQR

*

WPQ5"

*

VRQ

*

ORQ

型碳青霉烯酶未被检出)研究

发现新生儿耐碳青霉烯类肺炎克雷伯菌与成人菌株以
2̀)

型

为主不同#与儿童分离株产
RQ25'

报道一致)

产
RQ25'

金属酶是本地区新生儿肺炎克雷伯菌耐碳青霉

烯类的主要原因#细菌的耐药特征表现为对多种抗菌药物耐

药)因此开展新生儿耐碳青霉烯类的肺炎克雷伯菌耐药基因

检测#及时进行流行病学调查#为临床抗菌药物合理使用以及

遏制该类菌株引起的感染和流行具有非常重要意义)
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