
&/$

例中有输血史的
:$&

例#患者血清中的同种抗体与输

入的献血者红细胞抗原反应#或是存在于献血者血浆*血浆制

品或血液成分中的抗体与受血者红细胞抗原反应#导致血浆中

的蛋白质$

,

D

*补体&非特异性地吸附到红细胞表面#使得患者

的红细胞被致敏#而
-U)

法的柱中试剂内含有抗
,

D

U

*

R%1

的

溶液#它可以与人红细胞上的
,

D

U

及补体结合#在体外发生凝

集'

"

(

%血液*肿瘤患者多恶病质#血型特异性物质过高#如卵巢

肿瘤#或长期使用化疗药物红细胞被吸附致敏'

%

(

%新生儿有可

能被母亲的
,

D

U

抗体通过胎盘致敏胎儿红细胞#因此除输注
V

型*

*0

$

S

&阴性血外#输注其他血型必须对新生儿进行筛查以

排除来自母体的抗
'

和抗
(

'

:

(

%章文等'

P

(报道
9

例新生儿次侧

不合是因为输注多个献血员的全血产生同种免疫#使患儿红细

胞被不完全抗体所致敏#从而出现
S')

阳性#引起
-U)

交叉

配血时次侧有凝集现象)

S')

阳性的患者#为保证安全输血#避免溶血性输血反

应#各输血科往往为患者提供洗涤红细胞)王显荣等'

&

(报道非

自身免疫性贫血性溶血
S')

阳性患者输注洗涤红细胞除了

提升血红蛋白外#加快红细胞破坏#增加肝脏对胆红素转化的

功能负担#影响康复进程%本研究
&94

例均非自身免疫性贫血

性溶血患者#交叉配血主侧无凝集#

S')

凝集强度大于或等于

次侧凝集强度的患者#输血后未发现迟发性输血反应)近年

来#常有报道因多次输血或输多次及多人份的血小板可以导致

血小板输注无效'

9

(

#本研究未跟踪探讨输注次侧凝集的血制品

与无效输血的发生有无关联)

-U)

因灵敏度高*特异性强*结果直观*能自动化操作#

在大医院广泛使用#但在一些基层医院及紧急输血时#仍然使

用凝聚胺法交叉配血#凝聚胺法交叉配血法操作简便*快速*经

济'

/

(

#但同一批次的凝聚胺试剂盒之间也存在差异#不能有效

筛检出所有的
,

D

U

不规则抗体#假阴性结果难以判别#会对输

血患者造成难以预见的后果#提示凝聚胺商品试剂盒质量的稳

定性和重复性值得重视'

4

(

)因此在非紧急输血时#输血前的不

规则抗体的筛查一定要用
-U)

法)
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鲍曼不动杆菌耐药性及
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.

内酰胺酶基因型动态变化研究

金
!
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!
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"P"$$$
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摘
!

要"目的
!

调查分析聊城市
%$4

株鲍曼不动杆菌耐药性及
/

.

内酰胺酶基因型%方法
!

用
d.(

法测定临床分离的
%$4

株

鲍曼不动杆菌对
!%

种抗菌剂的耐药性!以
26=I;H<B68

纸片法和改良三维试验大平皿法对
/

.

内酰胺酶及分型进行检测!采用聚合

酶链反应"

R̂*

$检测
/

.

内酰胺酶耐药基因型%结果
!

除亚胺培南"

,-̂

$外!

%$4

株鲍曼不动杆菌对其余
!%

种抗菌剂的耐药率均

超过
P$Y

!

%$4

株鲍曼不动杆菌中!

26=I;H<B68

纸片法检测到
"4:

株产
/

.

内酰胺酶"

4PY

$!其中
!9!

株"

PP#":Y

$能经改良三维试

验大平皿法进行酶分型%

R̂*

扩增对
,-̂

中介或耐药的
P%

株鲍曼不动杆菌有
!!

株扩增到
51,

W'8V"%

!产超广谱
/

.

内酰胺酶"

TQ.

(X7

$组
"4

株中有
P

株扩增出
51,@

;6E

&

51,

BA'V=V!:

&

51,

BA'V=V%

!

"

株扩增出
51,

;6E

&

51,

BA'V=V!

%结论
!

本地区鲍曼不动杆菌多重耐药常

见!

/

.

内酰胺酶产生率高!碳青霉烯酶以
?@>

W'8V"%

型为主!

TQ(X7

&

'A

G

R

两种
/

.

内酰胺酶基因的多重
R̂*

阳性率均低%

关键词"鲍氏不动杆菌#

!

/

内酰胺酶类#

!

基因型

!"#

!

!$#%4&4

"
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文献标识码"

(

文章编号"

!&9%.:!%$

"

"$!!

$

$4.!$!&.$"

!!

不动杆菌是近年来医院感染中分离率增长较快的菌种#其

中以鲍曼不动杆菌在临床最为常见#是医院感染的重要病原

菌#尤其是多重耐药的鲍曼不动杆菌#已成为医院内感染暴发

流行的重要病原菌'

!

(

)近年来#随着广谱抗生素在临床上的普

遍使用#致使鲍曼不动杆菌对临床常用抗生素的耐药性在逐年

增加)为了解聊城市鲍曼不动杆菌对
/

.

内酰胺类抗生素的耐

药性及耐药基因流行特点#对
%$4

株鲍曼不动杆菌耐药表型和

常见
/

.

内酰胺酶基因类型进行分析)

@

!

材料与方法

@#@

!

菌株来源
!

"$$"

年
!

月至
"$$9

年
&

月本院住院患者标

本中分离的
%$4

例菌株#大部分菌株分离自痰标本#其次来自

创面分泌物#血*尿*胆管引流液和大便*脑脊液*胸腔积液*腹

腔积液)使用
M6=<N.%"

细菌自动鉴定仪及
2+R

鉴定卡鉴定菌

种#标准菌株为大肠埃希菌
')RR"P4""

和铜绿假单胞菌

')RR"9/P%

)

@#A

!

药敏试验
!

采用
d.(

纸片扩散法)实验方法和判读标

准均按照美国国家临床实验室标准委员会$

2RRXQ

&

"$$:

年版

规定进行)抗菌纸片亚胺培南$

,-̂

&*哌拉西林$

,̂̂

&*哌拉西

林"他唑巴坦$

)â

&*氨苄西林"舒巴坦$

'-Q

&*头孢他啶

$

R'a

&*头孢吡肟$

+T̂

&*头孢哌酮"舒巴坦$

QR+

&*阿米卡星

+

&!$!

+

国际检验医学杂志
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年
&

月第
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卷第
4

期
!
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!

K̀8<"$!!

!

M;@#%"

!
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$

'd

&*复方新诺明$

QW)

&*左旋氧氟沙星$

XTM

&*头孢噻肟

$

R)W

&*头孢曲松$

R*V

&*氨曲南$

')-

&及
-.3

培养基为英

国
V];61

公司产品)

@#B

!

改良三维试验大平皿法
/

.

内酰胺酶类型检测
!

将菌株接

种在
-.3

琼脂平皿上#

%P\

温箱孵育
!&

$

!/0

#以
26=I;H<B68

纸片鉴定出现红色为阳性结果#

!0

后无颜色变化为阴性结

果)以超声破碎法制备
/

.

内酰胺酶粗提物#用头孢硝噻吩显色

法检测提取物)根据
R;K1I;8

等'

"

(和蒋晓飞等'

%

(推荐的改良

三维试验进行改进#将
$#P

麦氏单位大肠埃希菌
')RR"P4""

菌液均匀涂布于直径
!PHA

的
-.3

琼脂平皿#等间距成环形

在平皿上分别贴上
,-̂

*头孢西丁$

+VW

&*

R'a

*

R)W:

种抗

生素纸片)纸片之间与距纸片边缘
PAA

处向外切出相互垂

直的宽
!AA

*长
!$AA

狭缝#分别于每缝中加入相应的待测

样本#将平皿放置于
%P\

温箱过夜培养
!/

$

":0

后#取出观

察结果)平皿上抑菌环出现变形#为阳性结果#反之为阴性)

@#G

!

聚合酶链反应$

R̂*

&

@#G#@

!

分别用两种方法提取
S2'

!

$

!

&采用
k6>

D

<8 @̂>7A61

-686N6=

$德国
k6>

D

<8

#

36@1<8

&提取质粒%$

"

&手工碱裂解法提

取质粒)

@#G#A

!

单一引物
R̂*

扩增法检测
W'8

型
/

.

内酰胺酶基因

W'8."%

*

W'8.":

反应条件为
4P \

预变性
PA68

%

4: \ !

A68

#

P$\!A68

#

9"\4$7

#循环
%P

次%

9"\

延长
!$A68

)两

种引物及序列#见表
!

)

表
!

!!

W'8

酶单一基因
R̂*

引物

引物 序列$

Pj

)

%j

& 扩增长度$

?

G

&

W'8V"%T )R'R''R''R)''''UR'R)U) !$P/

W'8V"%J U')U)U)R')'U)'))RU)RU)

W'8V":T ))''')U'))RR''U'))))R)'UR /"P

W'8V":J ')U'''''')))')'R))RR)')'))R'UR

@#G#B

!

多重引物
R̂*

扩增法检测
TQ(X7

和
'A

G

R

型
/

.

内酰

胺酶基因
!

TQ(X7

$

%

对引物&的
R̂*

反应条件!为
4P\

预变

性
"A68

#

4:\!A68

#

&"\!A68

#

9"\!A68

#循环
%$

次%

9"\

延长
!$A68

)

'A

G

R

$

&

对引物&的
R̂*

反应条件!为
4P

\

预变性
%A68

#

4:\%$7

#

P%\%$7

#

9"\!A68

#循环
"P

次%

9"\

延长
9A68

)

TQ(X7

的
%

对引物与
'A

G

R

酶的
&

对引

物#见表
"

*

%

)

@#G#G

!

扫描成像
!

所得扩增产物琼脂糖凝胶电泳观察#并进

行凝胶成像系统扫描成像)

A

!

结
!!

果

A#@

!

"$$"

年
!

月至
"$$9

年
&

月鲍曼不动杆菌对
!%

种常用抗

菌剂的耐药率$

*

&及敏感率$

Q

&

!

见表
:

)

表
"

!!

TQ(X7

多重
R̂*

扩增引物

引物 序列 扩增长度$

?

G

&

;6ET )RR'RR')RR'R)UR'UR'UR) !:!

;6EJ ''RUU''R)U'')U'UURUR)
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BA'V=V%T U''RU)))RU)R)RRR'UR)U) :94

BA'V=V%J '')R'R)URURR'U))R'RUR)

A#A

!

三维试验检测结果
!

根据本研究采用的改良三维试验判

定原则和结果#将
!!:

株
/

.

内酰胺酶
26=I;H<B68

纸片法检测阳

性菌株的产酶类型分为下列
/

组#见表
P

)

表
%

!!

/

.

内酰胺酶多重
R̂*

引物

引物 序列 扩增长度$

?

G

&

JW'=T R'''URURU)''RRUU'))UU !4$

JW'=J ''R')UUUU)')R'UUU'U')U
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鲍曼不动杆菌对
!%
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*

和
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#

Y

%
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"$$"

年

* Q

"$$%

年
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"$$:

年

* Q

"$$P

年
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"$$&

年
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年

* Q
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!上接第
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页"

"4!

!

对
%'I

中介或耐药的
#3

株鲍不动杆菌的
%&'((3

基因

I,+

扩增电泳结果
!

三维试验产碳青霉烯酶组
$5

株中有
$$

株扩增到大小一致#约
$111B

;

的条带#考虑其为
)*+

%&'((3

#见

图
$

$

%&'((0

基因
I,+

扩增电泳结果均没有条带出现#故全

部菌株
)*+

%&'((0

I,+

扩增阴性$

表
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改良三维试验判定阳性菌株的产酶类型

分组 酶类型
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百分比!
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组
NG

;

,

酶
# 043!

(

组
HTEUD $# $34$5

3

组 碳青霉烯酶
0 34#$

0

组 耐酶抑制剂
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内酰胺酶!

%+)D

"

$" $#46"

#

组
NG

;

,

酶和
HTEUD ! 64"!

5

组
HTEUD

和碳青霉烯酶
# 043!

6

组 碳青霉烯酶和
%+%T 6 54$0

"

组 未明类酶
#$ 00460
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一)阴性对照(

$

!

#

)三维试验产碳青霉烯酶组(

5

)三维试验不产碳

青霉烯酶组(

'

)

P̀ N

标记!

$#1

!

$(11B

;

"

图
$

!!

I,+

产物电泳结果

"4#

!

HTEUD3

种基因多重
I,+

结果
!

对
,)̂

*

,Na

均耐药

的
6$

株鲍曼不动杆菌的
-./

%

01&(2(3

和
01&(2($0

共
3

种基因
I,+

扩增电泳结果发现#三维试验产
HTEUD

组
(!

株

中有
#

株扩增出条带#其中
3

株为不同大小的单一条带#分别

约
$#1

%

311

%

0#1B

;

#考虑依次为
)*+

-./

%

)*+

01&(2($0

%

)*+

01&(2(3

#

另
(

株出现大小一致的双条带#均约为
$#1

%

311B

;

大小#考虑

同时存在
)*+

-./

%

)*+

01&(2($

两种基因型!图
(

"$三维试验不产

HTEUD

组
0(

株鲍曼不动杆菌
I,+

扩增电泳结果均没有条带

出现$

!!

'

)

P̀ N

标记!

$#1

!

$(11B

;

"(

Z

)阴性对照(

$

)

)*+

-./

(

(

)

)*+

01&(2(3

(

3

)

)*+

01&(2($0

$

图
(

!!

HTEUD3

种基因多重
I,+

结果

!

!

讨
!!

论

不动杆菌是近年来医院感染中分离率增长较快的菌种#其

中以鲍曼不动杆菌在临床最为常见#是医院感染的重要病原

菌#尤其是多重耐药的鲍曼不动杆菌#已成为医院内感染暴发

流行的重要病原菌&

$

'

#引起了临床和微生物学者的严重关注$

鲍曼不动杆菌是引起肺部感染出现率增高较快的细菌#已成为

肺部院内感染的主要病原体&

0

'

#也可引发败血症%泌尿系统感

染%继发性脑膜炎等$鲍曼不动杆菌在医院环境中分布很广且

可长期存活#对危重患者包括重症心脏监护病房!

,,X

"和重症

监护病房!

%,X

"患者威胁很大#易在
%,X

引起暴发流行&

#/6

'

$

本试验采用单一
I,+

和多重
I,+

两种方法检测了鲍曼

不动杆菌的耐药基因$使用
%&'((3

%

%&'((0(

种酶的基因

引物对
%'I

中介或耐药的
$35

株鲍曼不动杆菌的基因进行

I,+

扩增#结果发现
)*+

%&'((3

阳性#

)$+

%&'((0

阴性$本试验研究

携带
)*+

%&'((3

的
33

株鲍曼不动杆菌#其临床资料完整的
(#

例

中有
(3

例被诊断为医院感染#这至少可以说明本院的确存在

有对
%'I

耐药的鲍曼不动杆菌医院感染流行#且基因型为

)*+3

%&'((3

$

本研究结果表明#至少在
P-N

酶基因方面#存在有肠杆

菌科细菌向鲍曼不动杆菌的水平传递$值得提出的是#虽然铜

绿假单胞菌是医院感染中最常见的非发酵革兰阴性菌#但是从

本研究结果来看#鲍曼不动杆菌的
HTEUD

基因主要来自于肠

杆菌科细菌#与铜绿假单胞菌关系不大(可是在
NG

;

,

酶基因

方面就有了差异#这说明在铜绿假单胞菌和鲍曼不动杆菌之间

也存在耐药质粒的水平传播$
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