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检测的研究#
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"广州医学院第一附属医院!广州
!

,+-+%-

#

!!

"摘要#

!

目的
!

对本院分离的多重耐药鲍曼不动杆菌"

./#0

#

!"#$%&

和
'

()*

"

+

耐药基因进行检测分析$

方法
!

收集
%--1

年
+

月至
%-+-

年
+%

月分离的
2,

株多重耐药鲍曼不动杆菌!用聚合酶链反应"
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#方法检测

!"#$%&

和
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耐药基因并测序!序列与基因库比对$结果
!

2,

株耐药菌中
!"#$%&

%

'

()*

"

+

基因的阳性率

依次为
,,5&6

%

2+5%6

$其中
,2

株耐亚胺培南
./#0!"#$%&

%

'

()*

"

+

基因的阳性率为
7,5286

%

295926

&而其

余
%7

株亚胺培南敏感
./#0

两个基因的阳性率分别为
++5++6

%

795-76

$结论
!

!"#$%&

基因存在与鲍曼不动

杆菌耐亚胺培南密切相关!

'

()*
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基因检测结果提示这些菌株
2+5%6

携带
!

类整合子!是本组细菌多重耐药表

型的主要原因之一$
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鲍曼不动杆菌$
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#J(

%广泛存在于

自然界)医院环境)人体皮肤表面#甚至是自来水中*有文献报

道#

#J(

在住院患者中的定植率可高达
7,6

+

+

,

*

#J(

已成为

医院感染中的重要病原菌之一#特别是在免疫力低下的患者

中#可以引起严重的#甚至致死性的感染*近年来#随着新型广

谱抗菌药物频繁的应用#

#J(

对抗菌药物的耐药性不断增强#

特别是泛耐药"多重耐药的鲍曼不动杆菌在医院引起的感染#

已成为临床抗感染治疗的一个难点*本次实验通过
34/

方法

检测
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株多重耐药鲍曼不动杆菌$
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耐药基因#

探究
./#0

对多种抗菌药物的耐药机制*

$

!

材料与方法

$5$

!

菌株来源
!

2,

株非重复性多重耐药鲍曼不动杆菌来源

于广州医学院第一附属医院
%--1

年
+

月至
%-+-

年
+%

月住院

和门诊患者送检的标本#包括痰)中段尿)血液)胸腔积液)胆

汁)纤支镜灌洗液)分泌物及静脉导管*

$5/

!

细菌鉴定及药敏试验
!

细菌鉴定为常规方法#采用

SQ:*T$

"

鉴定系统#细菌鉴定到种*参照美国临床实验室标

准化委员会$

U44VW

%制订标准$

U44VW%--+

年版%以纸片扩

散法进行细菌药敏分析+

%

,

*
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细菌处理
!

细菌
NU#

提取!采用煮沸法提取细菌
NU#

*

取处于对数生长期的新鲜菌液#离心收集菌体#加入适量的

:*

缓冲液#煮沸
+,G<=

#快速冷却#高速离心$

+,---D
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G<=
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+-G<=

#上清液即可作为
NU#

模板进行
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扩增*
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扩 增 检 测
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和
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+

基 因
!

利 用

!"#$%&

)

'

()*
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+

引物$表
+

%对抽提的
NU#

进行扩增*
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反应体系为
%,

#

V

#含正向及反向引物各
+

#

V

)

NU#

模板

+

#

V

)东盛
34/$.<R+%5,

#

V

及超纯水
15,

#

V

*反应条件分

别为
19X

预变性
9G<=

(

19X

变性
&-@

#退火时间
&-@

#

7%X

延伸
1-@

#

&-

个循环后
7%X

充分延伸
,G<=

*最后电泳!扩增

产物在
+-

B

"

V

琼脂糖凝胶中
+--S

电压电泳
9-G<=

#

*0

染

色#紫外凝胶电泳成像仪下观察)记录结果*
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测序用双脱氧末端终止法在华大基因公司进行基因测

序#结果与
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$
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%比对*
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结
!!

果
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株
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标本来源情况
!

经筛选的
2,

株
.N/#

最

主要的标本来源为痰液#占
89576

(其次为分泌物
+-586

(尿

液
159+6

#分布情况见表
%

*
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2,

株
.N/#

的药敏情况
!

2,

株
.N/#

经
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全

自动微生物鉴定系统进行鉴定及药敏检测确定为多重耐药鲍
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曼不动杆菌#其中
,2

株对亚胺培南耐药#

%7

株敏感(在临床常

用的抗菌药物中除丁胺卡那霉素耐药率
+%516

#多黏菌素
0

耐药率
+95++6

外#其余均在
2,6

以上*药敏情况见表
&

*

表
+

!
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引物基因序列及产物长度

基因名称 引物序列$
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$

&Y

% 退火温度 产物长度$
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表
%
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2,

株多重耐药鲍曼不动杆菌分布情况

标本类型
Q3.

耐药
Q3.

敏感 总计

痰液
&2 +7 ,,

$

89576

%

分泌物
7 % 1

$

+-586

%

尿液
& , 2

$

159+6

%

血液
9 + ,

灌洗液
+ + %

胸腔积液
+ - +

胆汁
+ - +

静脉导管
% - %

其他
+ + %

表
&

!

2,

株多重耐药鲍曼不动杆菌药敏情况

抗菌药物
Q3.

耐药

耐药 中介 敏感

Q3.

敏感

耐药 中介 敏感

氨曲南$

#[.

%

,, & - %8 + -

氨苄西林$

#.3

%

,2 - - %7 - -

头孢曲松$

4/!

%

,2 - - %, % -

头孢唑啉$

4[!

%

,2 - - %7 - -

头孢吡肟$

4*\

%

,% 9 % %% & %

头孢他啶$

4#[

%

,2 - - %& & +

氨苄西林"舒巴坦$

W#.

%

,8 % - %9 - &

哌拉西林"他唑巴坦$

:[3

%

,& , - , +2 9

丁胺卡那霉素$

#.T

%

7 - ,+ 9 - %&

庆大霉素$

Z*U

%

,8 % - %& - 9

妥布霉素$

:!0

%

,& & % %- - 7

环丙沙星$

4Q3

%

,2 - - %, % -

左旋氧氟沙星$

VS"

%

98 ++ + +, 1 &

呋喃妥因$

UQ:

%

,2 - - %7 - -

复方新诺明$

W":

%

,8 - % %, - %

多黏菌素$

0

%

2 - ,- 9 - %&
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引物
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扩增结果
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!
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扩增产物目的条带相对分子质量约

+-,2J

K

#结果显示
2,

株耐药菌有
97

株携带该基因#占

,,5&6

#部分菌株扩增结果见图
+

*

/5'5/

!'

()*

"

+$34/

扩增产物目的条带相对分子质量约

&--J

K

#结果显示有
81

株检出扩增产物#阳性率
2+5%6

*见

图
%

*

/51

!

2,

株
./#0

菌株检出
!"#$%&

基因阳性
97

株#

'

()*

"

+$@HI+

基因阳性
81

株#任取
!"#$%&

和
'

()*

"

+$@HI+

基因

阳性
34/

产物进行测序#经
0V#W:=

比对#与美国
Z?=0(=P

已登录基因序列相同*

!!

注!

.

#相对分子质量(编号
,&

%

7%

#检出的
.N/#

#均为亚胺培南

耐药*

图
+

!!

!"#$%&34/

部分扩增产物图

!!

注!

.

#相对分子质量(编号
+

%

%-

#检出的
.N/#

#均为亚胺培南

耐药*

图
%

!!'

()*

"

+$34/

部分扩增产物图

'

!

讨
!!

论

由于广谱抗生素的大量使用#致使多重耐药鲍曼不动杆菌

不断得到选择生存+

&

,

*

%--1

年
+

月至
%-+-

年
+%

月#广州医学

院第一附属医院共分离到
#J(+%&

株#剔除同一患者)不同部

位后$即每位患者只留取一株菌%有
18

株#多重耐药菌占

&8596

*而
%-+-

年
+

%

+%

月#共分离到
+1,

株#同样每位患者

只留取一株菌后有
+92

株#其中多重耐药菌占
,-576

#比
%--1

年上升
+95&6

*而本实验发现#

./#0

菌株主要分离于痰标

本#

2,

株
.N/#

菌中痰检出率达
89576

#说明本院
./#0

感

染以肺部感染多见*

同时#本院分离的
#J(

对临床常用的抗菌药物均存在一

定的耐药性#从实验结果可见#由于亚胺培南的大量使用#使亚

胺培南$

Q3.

%的耐药性已高达
825%6

#但仍然是本院治疗鲍曼

不动杆菌较为敏感的抗菌药物#而本院的药敏结果显示耐亚胺

培南鲍曼不动杆菌绝大部分只对丁胺卡那霉素和多黏菌素
0

敏感#暂时未发现泛耐菌*由此可见
./#0

的耐药性不断增

强#感染率也不断上升*故为指导临床更为$下转第
+717

页%
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期
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的重要任务之一*

美国临床实验室修正法案$

4I<=<)(IV(J;D(A;D

O

QG

K

D;>?$

G?=A#G?=FG?=A@;E+122

#

4VQ#Y22

%以及国际标准化组织颁

布的医学实验室认可标准
QW!+,+21

+

8

,均要求临床实验室对临

床检验分析系统或方法的分析性能进行评价#并提供其性能指

标#其中就包含正确度性能评价*我国政府发布的/医疗机构

临床实验室管理办法0公报$卫医发+

%--8

,

7&

号%亦明确规定

不同血细胞分析仪须进行比对*

本文比对结果显示#不可比的项目包括
Ĵ

和
)̂A

!

Ĵ

只

在医学决定水平为
%&-

B

"

V

处#在
#4:$%

与
W

O

@G?R"*$%+--

结果比较时不可比(

)̂A

只有在
T9,--$+

与
W

O

@G?R"*$%+--

比较#且当
C

值为
-59-

时#两者结果可比#其余情形下则否*

导致结果不可比的可能原因包括!仪器老化)性能欠佳)管道欠

清洁)试剂失效)方法学差异等*本实验室依据比对结果及仪

器已使用年限#已报废
#4:$,

及
#4:$%

血细胞分析仪$使用

期超过
+-

年%#并已购进
%

台新的血细胞分析仪*另一方面#

对
T9,--$+

和
T9,--$%

进行充分维护保养#包括清洁样本旋转

阀$

W(G

K

I?/;A;DS(I>?

#

W/S

%分血片等#再执行简化比对方

案#结果显示此两台仪器的
)̂A

指标与
W

O

@G?R"*$%+--

比较

时#

3D

$

6

%均
%

+

"

%4VQ#Y22

允许误差范围#表明结果可比*

建立血细胞分析仪比对程序并定期执行比对试验#存在不

可比项目时进行整改#包括对仪器进行必要的维护)保养及检

修或校准乃至更新仪器#找出不可比的本质原因#采取相应措

施解决存在的问题后重新比对#直至实现可比#这已成为确保

临床实验室为临床疾病诊疗及预后提供准确)可靠检验数据的

有力措施之一*
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合理的应用抗菌药物#了解鲍曼不动杆菌的耐药机制是十分必

要的*为此#本实验选取
!"#$%&

)

'

()*

"

+

两种耐药基因进行

监测*

!"#$%&

是
N

类碳青霉烯酶耐药基因#能水解头孢菌素类

及碳青酶烯类抗菌药物#是引起鲍曼不动杆菌多重耐药的主要

原因之一+

9$8

,

*本次实验
2,

株标本总检出率是
,,5&6

#其中

有
,2

株对亚胺培南耐药#

!"#$%&

耐药基因的阳性率为

7,5286

#而
%7

株对亚胺培南敏感的菌株#阳性率仅
++5++6

*

提示
!"#$%&

基因是医院鲍曼不动杆菌碳青酶烯类抗生素耐

药的主要原因之一*

'

()*

"

+

位于
!

类整合子
&Y

末端#并与
@HI+

基因为重叠基

因*

'

()*

"

+$@HI+

基因是
!

类整合子的遗传标记#很多研究证

明
!

类整合子可携带多种耐药基因盒*本组
2,

株菌有
81

株

'

()*

"

+

基因阳性#阳性率
2+5%6

#这比杨志伟等+

7

,的研究$菌

种来源
%--7

年#

'

()*

"

+

基因阳性率
,%5,6

%明显上升#这也

是本组细菌表型为多重耐药主要原因之一*说明滥用及过度

使用抗菌药物是本院鲍曼不动杆菌对多种抗菌药物耐药性增

强的原因*

综合上述资料#说明在多种抗菌药物的诱导下#鲍曼不动

杆菌选择性生存#从由一种基因控制演变成多个基因共同介导

对抗菌药物的耐药#使多耐"泛耐药菌的分离率不断提高*为

此#应大力加强临床联合用药的意识#合理应用抗菌药物#降低

细菌不断选择生存产生耐药的概率*
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Ĥ

a

?D#.

#

Ĥ
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