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"摘要#
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目的
!

对耐碳青霉烯类肺炎克雷伯菌"

3456

$耐药基因的携带情况与分子流行病学特征进行分

析!为研究细菌耐药提供参考依据%方法
!

收集
1%$)

年
1

月至
1%$-

年
1

月临床分离到的
'-

株
3456

菌株!

采用微量肉汤稀释法检测菌株药物敏感性#改良霍奇实验及亚胺培南
.789:

协同法检测碳青霉烯酶表型#
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检测
563.1

&

;<=

&

>8=.$

&

?@:.0/

等耐药基因!进行测序及网上比对确定基因型#采用多位点序列分型

"

=AB9

$对菌株进行遗传相关性研究!

=7C:

软件构建进化树&

DEF4B9

软件分析亲缘关系%结果
!

'-

株菌

株对常用抗菌药物耐药性均在
(%G

以上%所有菌株均检测到
563.1

基因!

'

株同时携带
>8=.$

基因!其余基

因均为阴性%

=AB9

分型为
B9$$

有
12

株!

B92101

株!

B9-/(0

株!

B9'2

&

B91(

&

B9$%))

及
B9100

各
$

株!另

外有
$

个新的
B9

型"

1

株$已被
6HI=J+K

数据库确认收录并命名为
B91-(1

%

B9$$

型组及非
B9$$

型组在年

龄&性别&感染途径&抗菌药物使用情况等方面差异无统计学意义"

!

$

%&%2

$%结论
!

携带
563.1

基因是导致

细菌对碳青霉烯类抗菌药物耐药的主要原因!

B9$$

型是最流行的克隆型%
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肺炎克雷伯菌是临床最常见的条件致病菌之一#

可引起肺炎*尿路感染*败血症*伤口感染*脑膜炎

等'

$

(

)近年来随着抗菌药物的广泛应用#尤其是第
'

代头孢菌素及碳青霉烯类的不合理使用#导致细菌出

现严重的耐药性)

1%$2

年我国耐药细菌监测网提供

的数据显示#全国肺炎克雷伯菌对碳青霉烯类的耐药

率为
-&)G

#各省为
%&2G

"

1%&%G

#均较
1%$0

年有

所增加'

1

(

)耐碳青霉烯类肺炎克雷伯菌$

SMQIM

U

D,D.

VQD+#+KM,K5JDI+#DJJM

U

,DHV",#MD

#

3456

&的感染增

加了临床治疗的难度和患者预后风险)本研究收集

'-

株
3456

菌株#检测相关耐药基因#采用多位点序

列分型$

=AB9

&对其进行分子流行病学研究#以揭示

其耐药克隆的特征#以期为防治
3456

的传播提供参

考依据)

?

!

材料与方法

?&?

!

材料

?&?&?

!

菌株来源
!

随机选取
1%$)

年
1

月至
1%$-

年

1

月贵州省人民医院临床分离到的
3456

#排除同一

患者重复菌株#共
'-

株)标本来源包括痰液*血液*

中段尿*腹腔积液等)菌株经美国
E8

公司
6P"D.

,#\KV.$%%

全自动微生物分析系统检测)

?&?&@

!

主要试剂
!

药敏纸片及
=.Z

平板均购自英

国
?\"#!

公司#

%&2V"J

"

A

的
789:

溶液为本室所

有%

1̂ 9M

[

=M+KDQ=#\

和离心柱型细菌基因组
8>:

提取试剂盒均购自北京康维世纪有限公司)所有引

物均由上海生工生物工程公司合成)

?&?&A

!

主要仪器
!

全自动微生物鉴定仪购自美国

E8

公司#

634

扩增仪购自美国
:E<

公司#电泳仪购

自北京六一仪器厂#凝胶成像仪购自美国
:J

U

PM<,.

,"KDSP

公司)

?&@

!

方法

?&@&?

!

细菌鉴定*药敏试验及表型确证
!

采用
6P"D.

,#\KV.$%%

全自动微生物分析系统进行细菌鉴定#用

微量肉汤稀释法测定
$'

种抗菌药物的最低抑菌浓度

$

=<3

&#结果判定按美国临床实验室标准化研究所

$

3AB<

&

1%$2

年版标准执行%质控菌株!大肠埃希菌

:93312(11

及
5&

U

,DHV",#MD

标准菌株
:933-%%)%'

均购自卫生部临床检验中心)碳青霉烯类检测参照

3AB<

介绍使用改良霍奇实验)金属
#

.

内酰胺酶检测采

用亚胺培南
L789:

复合纸片的双纸片协同法)

?&@&@

!

耐药基因检测
!

634

法检测
:

类$

563.1

*

C7B

&*

E

类$

<=6

*

;<=

*

>8=.$

&和
8

类
?@:.0/

耐

药基因)参照
CD,DEM,_

中目的基因的标准序列及相

关文献设计引物'

'.0

(

)

634

反应体系为
2%

$

A

#包括
1

^9M

[

=M+KDQ=#\12

$

A

#上*下游引物各
1

$

A

#

8>:

模板
1

$

A

#灭菌蒸馏水
$(

$

A

)
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反应条件!

(0`

预变性
0V#,

#

(0`

变性
$V#,

#退火温度
$V#,

#

-1`

延伸
$V#,

#

'/

个循环%最后
-1`

延伸
$%V#,

#见表

$

)扩增的产物经
$&2G

的琼脂糖凝胶中经
$$%;

电

泳
$P

后#用凝胶成像系统观察结果并拍照分析)

634

产物经上海生工生物工程公司完成测序#结果用

EA:B9

软件与
CD,IM,_

上已公布的基因序列进行

比对)

表
$

!!

耐药基因引物扩增序列及退火温度

引物名称 序列$

2a

"

'a

&

退火温度

$

`

&

片段长度

$

I

U

&

563.1 Y

!

C999C99C:99CC39:::CC 21 1%'

4

!

9C9C399C93:93399C99:

<=6 Y

!

9C:C3::C99:939C9:993 )% -0%

4

!

99:C99C399CC9999C:9C

>8=.$ Y

!

3:C3:3:399339:9393 20 1(1

4

!

33C3::33:933339399

C7B Y

!

C99999C3::9C9C393::3C 22 '-$

4

!

9C33:9:C3::9:CC3C9:C

?@:.0/ Y

!

C3C9C9:99:C3399:93CC )% -/'

4

!

9999339C999C:C3:3993

;<= Y

!

C:9CC9C999CC93C3:9 )% '(%

4

!

3C::9C3C3:C3:33:C

?&@&A

!

=AB9

实验
!

根据
=AB9

网站$

PKK

U

!""

I#

R

+.

!I&

U

M+KDHQ&TQ

"

_JDI+#DJJM

"

U

Q#VDQ+

+

H+D!&P.KVJ

&提供

的引物序列#扩增肺炎克雷伯菌的
-

个管家基因#包

括
R

M

U

:

*

#,TE

*

V!P

*

UR

#

*

U

P"7

*

Q

U

"E

及
K",E

#引物序

列及退火温度见表
1

)
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产物经琼脂糖凝胶电泳

后拍照并送至上海生工生物工程公司测序)将测序

所得到的结果在肺炎克雷伯菌
=AB9

数据库官方网

站 $

PKK

U

+

!""

U

HIVJ+K&"Q

R

"

I#

R

+!I

,

!Ib

U

HIVJ+K

+

VJ+K

+

+D

[

!DTc+DK

+

#!b$'c

U

M

R

Db+D

[

H.D,SDdHDQ

N

&中

进行
EA:B9

比对#得到每个管家基因的等位基因编

号#和数据库中已有序列不能完全比对的#经再次

634

及测序后确认为新的等位基因型#将序列及测序

文件递交至数据库以获得新的命名)将
-

个管家基

因所得到的编号按照
R

M

U

:.#,TE.V!P.

UR

#.

U

P"7.Q

U

"E.

K",E

组合#与
=AB9

数据库中已有管家基因谱进行

比对#得到每株细菌对应的
B9

型)

?&@&B

!

=7C:

软件构建进化树*

DEF4B9

软件分析

亲缘关系
!

将本研究获得的等位基因序列数据及
B9

信息使用
=7C:

软件构建进化树*

DEF4B9

软件进

行亲缘关系分析)

?&@&C

!

临床资料的分析
!

对
'-

株细菌的临床资料

进行收集整理#包括感染者性别*年龄*基础疾病*感

染途径*住院病房*侵入性操作*感染
3456

前抗菌药

/-($

重庆医学
1%$/

年
2

月第
0-

卷第
$2

期



物使用情况*预后情况*住院时间等#将其分成
B9$$

型组及非
B9$$

型组)

?&A

!

统计学处理
!

采用
B6BB$-&%

统计软件进行分

析)年龄*住院时间的组间比较采用
@

检验#其他项目

的组间比较采用方差分析#以
!

$

%&%2

为差异有统计

学意义)

表
1

!!

管家基因引物扩增序列及退火温度

管家基因 序列$

2a

"

'a

&

退火温度

$

`

&

片段长度

$

I

U

&

R

M

U

: Y

!

9C:::9:9C:3933:393:3CC )% 02%

4

!

3993:C::C3CC3999C:9CC399

#,TE Y

!

393C39C39CC:39:9:993C 2% '$/

4

!

3C39993:C393::C::3993

V!P Y

!

333::393C3993:CC993:C 2% 0--

4

!

33C999993333:C3:C3:C

UR

# Y

!

C:C:::::339C339C9:39C39CC3 2% 0'1

4

!

3C3C33:3C3999:9:C3CC99::9

U

P"7 Y

!

:339:33C3::3:33C:3993993CC 2% 01%

4

!

9C:93:C::39CC9:CC9C:9

Q

U

"E Y

!

CC3C:::9CC3eC:C::33: 2% 2%$

4

!

C:C93993C::C99C9::33

K",E Y

!

3999:9:3393CC9:3:93:CC99 02 0$0

4

!

:993C33CC39C4C34C:C:C

@

!

结
!!

果

@&?

!

药敏结果
!

'-

株
3456

对
$'

种药物呈现不同

程度的耐药#对碳青霉烯类药物$亚胺培南*美罗培

南&呈现不同程度耐药#

0

"

12)

$

R

"

VA

)对氨基糖苷

类的庆大霉素*第
'

代头孢菌素头孢曲松及临床上常

用的抗菌药物联合
#

.

内酰胺酶抑制剂$阿莫西林"克

拉维酸*头孢哌酮"舒巴坦&均出现高水平耐药#较为

特别的是#哌拉西林"他唑巴坦的耐药率为
($&(G

#

'1

"

12)

$

R

"

VA

)而对阿米卡星耐药率稍低#为

/(&1G

#

$

"

12)

$

R

"

VA

%对于阿奇霉素*左氧氟沙星*

头孢西丁*头孢他啶耐药率均为
(-&'G

)

@&@

!

改良霍奇实验及金属酶检测结果
!

改良霍奇实

验显示
'-

株菌株均为阳性#阳性率
$%%G

#金属酶检

测结果有
'

株阳性#阳性率为
/&$G

)

@&A

!

耐药基因检测
!

634

检测结果显示#

'-

株菌株

均含有
563.1

基因#检出率最高#有
'

株同时含有

>8=.$

基因#均未检出
?@:.0/

*

C7B

*

<=6

*

;<=

基

因)所有阳性基因均经测序#

EA:B9

软件与
CD,.

IM,_

上已公布的基因序列进行比对#同源性均大于或

等于
((&%G

#见图
$

*

1

)

!!

=

!

=MQ_DQ)%%8

%

L

!阳性对照%

]

!阴性对照%

$

"

2

!菌株编号

图
$

!!

563.1

基因扩增产物电泳图

!!

=

!

=MQ_DQ)%%8

%

L

!阳性对照%

]

!阴性对照%

)

*

1)

*

1-

!菌株编号

图
1

!!

>8=.$

基因扩增产物电泳图

@&B

!

=AB9

及分子遗传学结果分析
!

'-

株菌株经
-

个管家基因的
634

结果测序比对#可分为
/

个
B9

型#以
B9$$12

株为主#其次为
B9-/(0

株*

B92101

株#

B9'2

*

B91(

*

B9$%))

及
B9100

各
$

株)有
$

个新

的
B9

型已被
6HI=J+K

数据库确认收录并命名为

B91-(1

$

1

株&#见图
'

*

0

)

@&C

!

临床资料分析
!

通过比较发现#

B9$$

型组及非

B9$$

型组在年龄*性别*感染途径*抗菌药物使用情

况及住院时间等差异无统计学意义$

!

$

%&%2

&)但总

体而言#感染者年龄大*住院时间长*基础疾病多*入

院后有较多的侵入性操作*使用多种抗菌药物治疗都

是
3456

感染的潜在原因)

!!

图中每一个点代表一个
B9

#蓝色代表各自克隆复合体的祖先#黄

色代表各自克隆复合体亚群的原始型#标有红色圆圈切带有数字的点

表示本次研究中所得到的
B9

型#其他黑色的点表示本次试验外数据

库中的
B9

图
'

!!

DEF4B9

软件分析结果
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图
0

!!

=79:

分析构建
'-

株菌株进化

A

!

讨
!!

论

!!

产生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原因'

2

(

)目前#碳青霉烯酶包括

:VIJDQ

分类中的
:

*

E

*

8

类)

:

类主要水解除头霉

素类以外的几乎所有
#

.

内酰胺类抗菌药物#包括

563

*

C7B

等%

E

类能水解青霉素类*头孢菌素类和碳

青霉烯类抗菌药物#但不能水解氨曲南#主要包括

<=6

*

;<=

*

>8=.$

等%

8

类为苯唑西林水解酶#主要

为
?@:.0/

)本研究中
'-

株菌株改良霍奇实验均为

阳性#且经测序发现全部携带
563.1

基因#仅有
'

株

同时携带
>8=.$

基因#未发现
C7B

*

<=6

*

;<=

*

?@:.0/

基因#说明
563.1

是
3456

对碳青霉烯类抗

菌药物耐药最主要的原因#与国内外研究一致'

)./

(

)

携带
563.1

基因的
3456

菌株对本研究中的
$'

种

抗菌药物均呈现了高水平耐药#耐药率基本达到
(%G

以上#多耐药*高水平耐药情况严重%而同时携带

563.1

和
>8=.$

的菌株对包括氨曲南在内的
$'

种

抗生素全部耐药#但其耐药水平并未高于只携带

563.1

基因的耐药菌株#说明同时携带多种碳青霉烯

酶基因可以扩大耐药范围#但并不一定提高耐药水

平)目前已有研究证实#

563.1

编码的基因位于

900%$

的转座子上'

(

(

#毛彩萍等'

$%

(在
563.1

基因阳

性的菌株中检测到插入序列
<B5

U

,)

#且这两个基因

连锁排列%这导致
563.1

基因可以通过转座子*插入

序列等方式在不同菌株间传播'

$$

(

#造成爆发流行)

本研究中
'-

株菌株主要来源于重症监护室
<3F

$

10&'G

&*神经内科
<3F

$

1-&%G

&*呼吸内科
<3F

$

/&$G

&*神经外科$

$%&/G

&等%标本类型主要为痰

$

-'G

&和尿$

$$G

&#可能与患者基础疾病重#住院时

间长#使用多种抗菌药物及进行侵入性操作有关'

$1

(

)

利用
=AB9

对
'-

株菌株进行分型及建立进化树#得

到包括
B9$$

$

12

株&*

B9210

$

1

株&*

B9'2

$

$

株&*

B9$%))

$

$

株&*

B91(

$

$

株&*

B9100

$

$

株&*

B9-/(

$

0

株&及新发现的
B91-(1

$

1

株&在内的
/

种
B9

型#其

中
B9$$

是最流行的克隆型#这也是我国
3456

最主

要的
B9

型别'

$'

(

)本研究新发现的
B91-(1

与最流行

的
B9$$

有高度的亲缘关系#仅有
$

个管家基因$

#,.

TE

&发生了变异#其携带的耐药基因也与
B9$$

一致#

且耐药性也无明显差别)将
B9$$

型与非
B9$$

型菌

株的临床资料进行了对比发现#两组在年龄*基础疾

病*使用抗生素种类及住院时间等方面差异无统计学

意义$

!

%

%&%2

&#说明
B9$$

型并没有感染
3456

的

特有风险)这与
8Z:4

等'

$0

(的研究结果相似#可能

由于这些
B9

型基本上同属一个克隆群#少数位点的

变异并不会给临床感染带来特殊风险)

综上所述#本研究耐药基因检测发现
563.1

基因

为最流行的耐药基因#同时含有
>8=.$

的菌株#也应

引起重视)

=AB9

结果显示
B9$$

型为最流行的克隆

型#新发现的
B91(-1

与其为同一克隆系)在同一区

域不同时间可能存在相同基因型或克隆群的
3456

的流行#临床及相关检验科室需加强监测#避免耐药

菌株的播散)然而#本研究未对其他耐药机制进行检

测#可能存在一定的局限性#因此还有待进一步研究

和更多实验结果的支持)
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