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要"目的
!

快速检测产碳青霉烯酶的鲍曼不动杆菌的方法学评价%方法
!

选择邢台市第三医院
"%!$

年
!

月至
"%!&

年
!

月在临床标本中连续收集的
(%

株鲍曼不动杆菌!采用全自动细菌鉴定仪对鲍曼不动杆菌进

行药敏试验!应用普通
KL1

方法对所有菌株进行
Ma+0"7

型碳青霉烯酶基因检测!同时应用
L2<*+,.A>B/UK

方法检测菌株的碳青霉烯酶%结果
!

(%

株鲍曼不动杆菌中!

'6

株耐亚胺培南和美罗培南!其中
'8

株菌检测出

Ma+0"7

基因!

'7

株菌
L2<*+,.A>B/UK

为阳性#

7!

株菌对亚胺培南和美罗培南敏感!其中
"6

株菌
Ma+0"7

阴

性!

7%

株菌
L2<*+,.A>B/UK

为阴性%

L2<*+,.A>B/UK

方法的敏感性为
(8#(5

!特异性为
6&#85

%结论
!

与

普通
KL1

方法比较!

L2<*+,.A>B/UK

方法的试剂成本较低!易于操作!时间短!能快速有效检测鲍曼不动杆菌

的
Ma+0"7

型碳青霉烯酶%

关键词"鲍曼不动杆菌#
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多重耐药鲍曼不动杆菌#特别是耐碳青霉烯类的

鲍曼不动杆菌的报道越来越多#其在院内导致致死性

感染#如呼吸机相关肺炎)败血症)脑膜炎等*

!0"

+

(为

指导临床及时对感染多重耐药的鲍曼不动杆菌患者

选择有效的抗菌药物#现探讨应用
L2<*+,.A>B/UK

方法$改良
L2<*2+,.A>B/UK

实验&#检测耐碳青霉烯

酶的不动杆菌属(

$

!

材料与方法

$#$

!

一般材料
!

选择邢台市第三医院
"%!$

年
!

月

至
"%!&

年
!

月从临床标本分离所得的非重复鲍曼不

动杆菌株#共
(%

株#所有菌株用无菌纸片
!

"%[

低

温保存#采用
Tb:YZLMSK+L:

全自动细菌药敏鉴

定仪进行鉴定(质控菌株为肺炎克雷伯菌
+:LL

-++0!8%$

和
+:LL-++0!8%$&

#大肠埃希菌
+:LL

"$6""

#均来源于原卫生部临床检验中心(

$#/

!

仪器与试剂
!

Tb:YZLMSK+L:

全自动细菌

鉴定仪$法国生物梅里埃公司&%

V>A>+@

;

KL1W

G

I0

B>@"'%%

热循环仪$美国
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检验医学与临床
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年
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期
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b4W,.>AB.D.,

自动凝胶成像系统$美国
Z/32dbA,#

&(

K<>@.?:2

Q

酶$大连
:2d2<2

公司&%

4U+ S2<d><4R

"%%%

$大连
:2d2<2

公司&%琼脂糖$美国
)

G

3<2V>A>

公司&%

V/C3=.H

显影液$北京赛百盛生物技术公司&%

氯化钠$纯度!

&

66#$5

&$天津市风船化学试剂科技

有限公司&%硫酸锌$

hAWM

'

'

8)

"

M

&

66#$5

&#苯酚红

$天津永大化学试剂有限公司&%亚胺培南西司他丁钠

$杭州默沙东制药有限公司&(

$#'

!

菌株鉴定和药敏试验
!

(%

株鲍曼不动杆菌进行

纯培养#运用
Tb:YZLMSK+L:

全自动细菌鉴定仪

进行药敏试验#按照
"%!$

年美国临床实验室标准化

协会$

LRWb

&标准判定细菌的耐药情况(

$#1

!

碳青霉烯酶
Ma+0"7

基因检测
!

采用煮沸法在

灭菌蒸馏水中加入数个菌落#

!%% [

水中煮沸
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@.A
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@.A

离心
$@.A

#上清液作为
KL1

模板(引物由北京赛百盛基因技术有限公司合成#

Ma+0"70X

!

$OV+:LVV+::VV+V++LL+V+

%

Ma+0"701

!

$O+:::L:V+LLVL+:::LL+:

(

目的片段
$%!*

;

#反应体系
"$

#

R

(

KL1

反应条件!

预变性
6$["@.A

#循环参数!变性
6$[7%I

%退火

温度
$"[7%I

%延伸
8"[!@.A

%延伸
8"[!%@.A

#

共循环
7%

次 (取
$

#

RKL1

产物用
!#$5

含
V/C30

=.>H

染料的琼脂糖凝胶电泳#然后在紫外成像仪上成

像并记录结果(

$#2

!

L2<*+,.A>B/UK

方法
!

参照
LRWbS!%%0W"$

#

采用
$@/C

"

R U2LC

替代
:<.I0)LR

*

7

+

(取
!

环$

!%

#

R

&在血琼脂平板上过夜培养的细菌#加入含
!%%

#

R

$@/C

"

RU2LC

管中振荡混匀(每株菌分别加入
"

个

YK

管中#分别设置为
+

管$对照管&和
-

管$试验管&(

+

管中加入
!%%

#

R

酚红硫酸锌溶液$

;

)

值
8#(

&%

-

管中加入
!%%

#

R

含
!"@

F

"

@R

亚胺培南西司他丁钠

的酚红硫酸锌溶液$

;

)

值
8#(

&#

7$[

温育
"E

后观

察结果(

L2<*+,.A>B/UK

结果判读!$

!

&

+

管和
-

管

都为红色或红
0

橙色#结果为阴性$非碳青霉烯酶产生

株&($

"

&

+

管为红色或红
0

橙色#

-

管为黄色)深黄色

或浅橙色#结果为阳性$碳青霉烯酶产生株&($

7

&若

+

管为深黄色)黄色)浅橙色或橙色#

-

管为任何颜

色#则结果判为无效(肺炎克雷伯菌
+:LL-++0

!8%&

和
+:LL-++0!8%$

分别作为阴性和阳性对照(

$#)

!

统计学处理
!

采用
WKWW!6#%

统计软件进行数

据分析#计数资料以例数或百分率表示#使用配对
!

"

检验中
S,U>@2<

检验对
Ma+0"7

和
L2<*+,.A>B/

UK

的阳性率进行比较#

!

%

%#%$

为差异有统计学

意义(

/

!

结
!!

果

/#$

!

鲍曼不动杆菌的耐药性分析
!

(%

株鲍曼不动杆

菌中
'6

株细菌对碳青霉烯类药物耐药#

7!

株对碳青

霉烯类药物敏感(

/#/

!

KL1

检测
Ma+0"7

基因结果分析
!

耐碳青霉烯

类的
'6

株鲍曼不动杆菌中#有
'8

株携带
Ma+0"7

基

因#携带率为
6$#65

(见图
!

(

!!

注!

U

表示阴性对照%

K

表示阳性对照%

S

表示标记物

图
!

!!

Ma+0"7

基因的
KL1

检测

/#'

!

L2<*+,.A>B/UK

检测结果分析
!

耐碳青霉烯类

的
'6

株鲍曼不动杆菌中#

'7

株菌
L2<*+,.A>B/UK

方

法检测为阳性(

7!

株对碳青霉烯类敏感株中有
7%

株

菌
L2<*+,.A>B/UK

检测为阴性(见表
!

(

表
!

!!

Ma+0"7

和
L2<*+,.A>B/UK

的检测结果和耐药性

鲍曼不动杆菌$
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L2<*+,.A>B/UK

与
KL1

的检测结果比较
!

与

KL1

比较#

L2<*+,.A>B/UK

方法的阳性预测值为

(8#(5

$

'7

"

'6

&#阴性预测值为
6&#85

$

7%

"

7!

&(见

表
"

(

表
"

!!

L2<*+,.A>B/UK

和
KL1

的检测结果比较#

'

$

检测方法
KL1

L2<*+,.A>B/UK

阳性$

\

& 阴性$

!

&

合计

阳性$

\

&

'7 & '6

阴性$

!

&

! 7% 7!

合计
'' 7& (%

'

!

讨
!!

论

!!

本研究结果表明#

(%

株鲍曼不动杆菌中
'6

株菌

对碳青霉烯类耐药#耐药率为
&!#75

#

'8

株携带

Ma+0"7

基因#携带率为
6$#65

#该院耐碳青霉烯类

鲍曼不动杆菌的主要基因型为
Ma+0"7

型(较多研

究报道此类鲍曼不动杆菌的基因型为
Ma+0"7

*

'0&

+

(

'
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检验医学与临床
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年
$

月第
!$

卷第
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期
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"%!(
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本研究
"

株鲍曼不动杆菌对碳青霉烯类敏感且携带

Ma+0"7

基因#可能原因为这
"

株细菌无
bW+*2C

提供

的强启动子#无法使
Ma+0"7

表达量增加#但需进一

步的实验证实*

80(

+

(

L2<*2UK

方法原理是细菌可水解亚胺培南药物

的
&

0

内酰胺环#然后通过酚红的颜色变化进行验

证*

6

+

(肠杆菌和绿脓杆菌所产生的金属
&

0

内酰胺酶

和
ZKL

酶通过实验表明有较高的敏感性$

$

6%5

&和

特异性$

$

6%5

&#然而传统的
L2<*2+,.A>B/UK

方法

很难检测出不动杆菌属的碳青霉烯酶#是由于不动杆

菌属产生了较弱的
Ma+

型
4

类碳青霉烯酶(因此#

4M1:Y:

等*

6

+建立一种
L2<*+,.A>B/UK

方法$改良

的
L2<*2UK

实验&检测不动杆菌属的碳青霉烯酶(

L2<*+,.A>B/UK

方法由于挑取的菌株量较
L2<*2+0

,.A>B/UK

方法增加
"

倍#因此增加了酶的释放量#且

使用
$ @/C

"

R U2LC

高渗溶液不会像蛋白抽提液

$

:<.I0)LC

&会对溶液导致轻微的
;

)

值的改变#更容

易使细菌蛋白得到完全释放(本研究有
"

株耐碳青霉

稀类药物的菌株在
L2<*+,.A>B/UK

和
KL1

方法检

测为阴性#由于鲍曼不动杆菌耐碳青霉烯类药物的机

制有很多$如细菌外膜通透性&下降%外排泵高表达%

产碳青霉烯酶
+

类$

ZKL

)

VYW

型&)

-

类$

bSK

)

TbS

)

WbS

)

U4S

型&)

4

类$

Ma+0"'

)

Ma+0$!

)

Ma+0$(

)

Ma+0!'7

)

Ma+0"7$

型&

*

!%0!"

+

(由于本实验检测方法

有限#这
"

株细菌的耐药机制还需进一步检测(

"

株对碳青霉烯类敏感的鲍曼不动杆菌经
L2<0

*+,.A>B/UK

方法检测呈阴性#

Ma+0"7

基因呈阳性#

原因可能是
Ma+0"7

基因表达的碳青霉烯酶活性较

弱#无
bW+*2C

提供的强启动子#致使未对碳青霉烯类

耐药#但仍需进一步实验验证(

4M1:Y:

等*

6

+应用
L2<*+,.A>B/UK

方法对
!$!

株产碳青霉烯酶和
&6

株不产碳青霉烯酶的不动杆菌

属进行检测#除
VYW

型外#所有为后天获得的碳青霉

烯酶基因型(如果由于
Ma+0$!

固有基因过度表达

或由非碳青霉烯酶机制导致#这项实验结果依然阴

性#其敏感性和特异性分别达
6'#85

和
!%%#%5

(而

本实验
L2<*+,.A>B/UK

方法的敏感性和特异性分别

达
(8#(5

和
6&#"5

#与
KL1

方法比较#差异无统计学

意义$

!

$

%#%$

&(

L2<*+,.A>B/UK

方法操作相对简

单#试剂易于配置#价格低廉#耗时较短#结果易于观

察#在临床实验室可很好地开展#是检测产碳青霉烯

酶的鲍曼不动杆菌的快速检测方法(
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