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耐碳青霉烯类药的革兰阴性菌的临床研究

杨　虹
１，李迎慧２，白丽霞１

（１．北京大学深圳医院检验科，广东深圳５１８０３６；２．深圳市疾病预防控制中心微生物检验科，广东深圳５１８０５５）

　　摘　要：目的　研究１０株耐碳青霉烯类药的革兰阴性菌的耐药情况。方法　采用微量肉汤稀释法或纸片扩散法检测碳青霉

烯类等抗菌药物的敏感性；采用脉冲场凝胶电泳（ＰＦＧＥ）分析来自同一患者不同部位的鲍氏不动杆菌的同源性；采用聚合酶链反

应（ＰＣＲ）检测Ⅰ类整合酶、整合子和犖犇犕１基因，阳性产物进行ＤＮＡ测序；分析感染患者血清降钙素原的变化。结果　６株革

兰阴性菌对亚胺培南耐药，９株对美罗培南耐药，５株同时对亚胺培南和美罗培南耐药。从患者１的脑脊液、引流管和脓液标本分

离的鲍氏不动杆菌，ＰＦＧＥ结果显示有１～２个条带的差异；ＰＣＲ检测显示Ⅰ类整合酶均呈阳性，而整合子和犖犇犕１均呈阴性。

从患者２血液和痰液标本中分离的鲍氏不动杆菌，ＰＦＧＥ结果完全一致，当该患者出现鲍氏不动杆菌的血液感染后，其血清降钙

素原水平升至１５．３４ｎｇ／ｍＬ，患者随后很快死亡。结论　耐碳青霉烯类药的鲍氏不动杆菌在呼吸道定植要引起高度重视，其随后

的血液感染预后严重。
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　　鲍氏不动杆菌、铜绿假单胞菌、肺炎克雷伯菌和大肠埃希

菌是目前临床分离的最常见的革兰阴性菌，也是引起医院感染

的主要条件致病菌，尤其是鲍氏不动杆菌，可造成全身多部位

感染，近年来它已成为引起医院感染的主要细菌，也是泛耐药

发生的最常见细菌［１］。由于抗菌药物在临床的大量使用，这４

种细菌的耐药性也越来越严重，甚至出现了“超级细菌”———

Ⅰ型新德里金属β内酰胺酶（ＮｅｗＤｅｌｈｉｍｅｔａｌｌｏβｌａｃｔａｍａｓｅ１，

ＮＤＭ１）
［２］。细菌耐药性通常由获得耐药基因引起，整合子是

含有位点特异重组系统和基因盒的遗传结构［３］；整合子根据整

合酶的不同而进行分类，其中Ⅰ类整合子最常见。本研究对

１０株耐碳青霉烯类药的革兰阴性菌的耐药情况进行分析，以

探讨临床治疗耐碳青霉烯类药的革兰阴性菌所致感染的策略。

１　材料与方法

１．１　菌株来源　收集２０１１年５月至２０１２年１２月临床分离

的多重耐药的常见革兰阴性菌，选取具有代表意义的１０株耐

碳青霉烯类等抗菌药物的革兰阴性菌（５株鲍氏不动杆菌、３株

铜绿假单胞菌、１株肺炎克雷伯菌和１株大肠埃希菌）进行实

验，其中有３株鲍氏不动杆菌分别来自患者１的脑脊液、引流

管和脓液；２株鲍氏不动杆菌分别来自患者２的血液和痰液；３

株铜绿假单胞菌分别来自３位不同患者的痰液；肺炎克雷伯菌

来自患者的分泌物；大肠埃希菌来自患者的腹腔引流液。质控

菌 株 为 大 肠 埃 希 菌 ＡＴＣＣ２５９２２ 和 铜 绿 假 单 胞 菌

ＡＴＣＣ２７８５３，二者为标准菌株。

１．２　试剂与仪器　犜犪狇ＤＮＡ聚合酶及聚合酶链反应（ｐｏｌｙ

·３８０１·国际检验医学杂志２０１３年５月第３４卷第９期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｍａｙ２０１３，Ｖｏｌ．３４，Ｎｏ．９

 基金项目：深圳市科技计划资助项目（２０１１０２０１７）。　作者简介：杨虹（１９７４～），女，硕士，副主任技师，主要从事临床微生物检验工作及

细菌耐药研究。



ｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，ＰＣＲ）的相关试剂购自美国Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ

公司；引物由上海英潍捷基生物技术有限公司合成，上海立菲

生物技术有限公司测序。蛋白酶 Ｋ、乙二胺四乙酸（ｅｔｈｙｌｅｎｅ

ｄｉａｍｉｎｅｔｅｔｒａａｃｅｔｉｃａｃｉｄ，ＥＤＴＡ）购自美国Ｓｉｇａｍａ公司，犃狆犪Ⅰ

限制性内切酶为美国ＮｅｗＥｎｇｌａｎｄＢｉｏｌａｂｓ公司产品。血琼脂

平皿和麦康凯琼脂平皿为广州市迪景微生物科技有限公司产

品；ｍｉｎｉＶＩＤＡＳ全自动免疫荧光分析仪、血培养瓶购自法国生

物梅里埃中国有限公司；ＭｉｃｒｏｓｃａｎＷａｌｋａｗａｙ４０型全自动细

菌鉴定及药敏分析系统、阴性菌复合板为美国德灵公司产品；

Ｃ１０００ＴＭ ＴｈｅｒｍａｌＣｙｃｌｅｒＰＣＲ仪、ＰｏｗｅｒＰａｃＢａｓｉｃ型电泳仪、

ＧｅｌＤｏｃＸＲ凝胶成像及分析系统为美国ＢＩＯＲＡＤ公司产品。

１．３　微生物敏感性试验　采用微量肉汤稀释法或纸片扩散法

（ＫｉｒｂｙＢａｕｅｒ，ＫＢ）检测碳青霉烯类等抗菌药物的最低抑菌浓

度（ｍｉｎｉｍａｌｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ，ＭＩＣ）或抑菌环直径，具体

操作步骤参照仪器说明。药敏结果按美国临床和实验室标准

化协会（ｃｌｉｎｉｃａｌａｎｄｌａｂｏｒａｔｏｒｙｓｔａｎｄａｒｄｓｉｎｓｔｉｔｕｔｅ，ＣＬＳＩ）标准

进行判定。

１．４　脉冲场凝胶电泳（ｐｕｌｓｅｄｆｉｅｌｄｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ，ＰＦＧＥ）

实验　对５株鲍氏不动杆菌进行ＰＦＧＥ实验，该步骤由深圳市

疾病控制中心微生物检验科完成。

１．５　Ⅰ类整合酶、整合子的ＰＣＲ检测　引物序列和反应条件

参照文献［４］。整合酶的反应条件：９４℃预变性４ｍｉｎ，９４℃

变性１ｍｉｎ，５５℃退火４０ｓ，７２℃延伸４０ｓ，共３５个循环；最后

７２℃延伸７ｍｉｎ后取扩增产物电泳检测。整合子的改良ＰＣＲ

反应参数：９４℃预变性４ｍｉｎ，９８℃变性１０ｓ，６８℃退火、延伸

３ｍｉｎ，共３５个循环；最后７２℃延伸２０ｍｉｎ后取扩增产物电

泳检测。

１．６　犖犇犕１基因及降钙素原的检测　犖犇犕１基因的引物

序列、反应体系以及反应条件均参照中国疾病预防控制中心文

件———中疾控发［２０１０］４７２文件。降钙素原由 ｍｉｎｉＶＩＤＡＳ全

自动免疫荧光分析仪及其配套试剂进行检测。

２　结　　果

２．１　微生物敏感性试验的检测结果　在选取的１０株革兰阴

性菌中，有６株对亚胺培南耐药，９株对美罗培南耐药，５株同

时对亚胺培南和美罗培南耐药。肺炎克雷伯菌和大肠埃希菌

很少耐碳青霉烯类药，在１．５年的时间内分别收集到１株细

菌。５株鲍氏不动杆菌除了对替加环素不耐药外，对其他抗菌

药物均不敏感。

２．２　ＰＦＧＥ检测结果　从患者１的脑脊液、引流管和脓液标

本分离的鲍氏不动杆菌，ＰＦＧＥ结果显示有１～２个条带的差

异；从患者２血液和痰液标本分离的鲍氏不动杆菌，ＰＦＧＥ结

果完全一致，见图１。

图１　　５株鲍氏不动杆菌的ＰＦＧＥ电泳图

２．３　ＰＣＲ检测结果　从患者１的脑脊液、引流管和脓液标本

分离的鲍氏不动杆菌，ＰＣＲ检测显示Ⅰ类整合酶均呈阳性；

ＤＮＡ测序获得的基因序列与 ＧｅｎＢａｎｋ的“ＪＱ３２６９８９．１”序列

比对，最大相似度达１００％。整合子和犖犇犕１的ＰＣＲ结果均

呈阴性。Ⅰ类整合酶ＰＣＲ产物的电泳图见图２。

２．４　血清降钙素原的检测情况　在患者２的痰液标本检出泛

耐药的鲍氏不动杆菌期间，共进行了３次血清降钙素原检测，

其浓度分别为０．１２、０．０９、＜０．０５ｎｇ／ｍＬ；但该患者出现鲍氏

不动杆菌的血液感染后，其降钙素原升至１５．３４ｎｇ／ｍＬ，患者

随后很快死亡。患者１接受颅脑手术后，出现鲍氏不动杆菌的

颅内感染，其血清降钙素原浓度一直处于较低水平（０．０７～１．

８８ｎｇ／ｍＬ），变化范围小，有效抗感染后，血清降钙素原降至

０．０６ｎｇ／ｍＬ。

　　１：导管（患者１）；２：痰液（患者４）；３：脓液（患者１）；４：脑脊液（患者

１）；５：痰液（患者３）；Ｍ：标准带；６：血液（患者２）；７：痰液（患者２）；８：痰

液（患者８）；９：分泌物（患者７）；１０：腹腔引流液（患者６）。

图２　　Ⅰ类整合酶ＰＣＲ产物的电泳图

３　讨　　论

鲍氏不动杆菌广泛存在于自然界、医院环境及人体皮肤，

常引起慢性病患者、老年人、接受侵入性治疗者、长期使用广谱

抗菌药物者及免疫力低下者的感染［５］；住院患者鲍氏不动杆菌

携带率可高达７５％，可从痰液、尿液、大便和阴道分泌物中分

离出该菌［６］。肺炎克雷伯菌也是引起医院感染的常见革兰阴

性杆菌［７］。铜绿假单胞菌耐药性强，存在有多种天然和获得性

耐药机制，且具有极强的环境适应能力，是医院感染常见的条

件致病菌［８］，可导致呼吸系统、泌尿系统和血液感染等［９１０］。

大肠埃希菌也是引起社区和医院感染的重要细菌，国内已有大

量多重耐药大肠埃希菌耐药相关基因的报道，最近还发表了相

关毒力基因的研究报道［１１］。因此，对这４种临床常见的革兰

阴性杆菌的耐药特征及其临床情况进行分析是非常必要的。

本研究也发现了对环境适应能力强的鲍氏不动杆菌和铜绿假

单胞菌比大肠埃希菌更易耐碳青霉烯类药，在１．５年的时间

内，耐碳青霉烯类药的肺炎克雷伯菌和大肠埃希菌分别仅收集

到１株细菌，这与最近国内的研究报道一致
［１２１３］，说明鲍氏不

动杆菌和铜绿假单胞菌是医院感染控制的主要对象。

本研究从患者１的脑脊液、引流管和脓液标本中分离到鲍

氏不动杆菌，ＰＦＧＥ检测显示有１～２个条带的差异，且均检测

到Ⅰ类整合酶。研究表明在整合子介导的细菌耐药机制中，Ⅰ

类整合子具有非常重要的作用，国内文献报道，多重耐药鲍氏

不动杆菌Ⅰ类整合子酶基因的阳性率达到了５８．１％
［１４］。从患

者２血液和痰液标本中分离的鲍氏不动杆菌，ＰＦＧＥ的检测结

果完全一致。可见泛耐药的鲍氏不动杆菌一旦出现在患者的

某一部位，易引起多个部位的感染，这给患者的护理工作提出

了更高的要求，因此，感染控制工作不仅要减少泛耐药菌在患

者之间的传播，还要尽可能减少泛耐药菌在同一个体多个部位

的扩散，以降低患者死亡的风险。曾经轰动世界的 ＮＤＭ１超

级耐药菌，自２０１０年被发现以来，其相关报道并不多。本研究

的１０株耐碳青霉烯类药的４种细菌，也没有检出 犖犇犕１和

整合子，提示它们不是耐碳青霉烯类药的主要机制。

血清降钙素原是一种无激素活性的降钙素前体，正常生理

状态下只由甲状腺Ｃ细胞合成，在血液中含量很少
［１５］，当发生

全身炎症反应和败血症时，降钙素原可由甲状腺以外的组织细

胞大量产生，如肝脏中的巨噬细胞、单核细胞，肺和肠道组织的

淋巴细胞和神经内分泌细胞。因此，降钙素原常被临床用于判

断细菌是定植，还是感染，从而决定患者是否（下转第１０８６页）
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鉴定、不规则抗体筛查和交叉配血出现困难，不能及时解决输

血问题而延误患者的病情。

通过对疑难交叉配血病例的回顾性分析，笔者认为导致交

叉配血困难的问题主要集中在以下３个方面：（１）血型鉴定困

难，本研究中血型鉴定困难的标本共有３０例（２６．０９％），其原

因为ＡＢＯ亚型、ＡＢＯ血型抗原减弱、假凝集、冷凝集素及ＩｇＭ

类不规则抗体等，这与文献的报道基本一致［２３］；（２）不规则抗

体的干扰，本研究检出不规则抗体５０例（４３．４８％）；（３）自身抗

体的干扰，本研究检出３５例存在自身抗体。

通过对疑难交叉配血标本的原因分析，根据实验室的具体

情况并参考输血技术手册［４］和文献［５１１］，笔者对疑难配血标

本的检测策略进行了探索，并在实际工作中取得了较好的效

果。（１）受理：在受理标本的时候，进行三查三对，详细询问和

记录患者的输血史、妊娠史、用药史等临床情况及医院的联系

电话，以便及时与临床医务人员进行沟通和交流，确保标本的

准确。（２）血型检测：对所有送检标本进行 ＡＢＯ血型正、反定

型，Ｒｈ血型的分型检测及直接抗人球蛋白实验（抗ＩｇＧ和补体

Ｃ３抗体）；并在反定型检测中增加 Ｏ细胞和自身细胞的平行

检测，初步判断疑难问题产生的原因，观察血型检测中有无混

合外观凝集情况，结合临床资料综合判断患者有无近期输血的

情况，以提示下一步检测如何进行。（３）进一步检测：根据第二

步检测结果的提示，若血型正、反定型不符且直接抗人球蛋白

实验呈阴性，根据Ｏ细胞和自身细胞的凝集情况，采用输血技

术手册［４］和文献推荐的方法［８］进行血型检测；若血型正、反定

型相符，直接抗人球蛋白实验呈阴性而间接抗人球蛋白实验呈

阳性，则进行不规则抗体的筛查和鉴定；对直接和间接抗人球

蛋白实验均呈阳性的标本，应根据直接抗ＩｇＧ和补体Ｃ３抗体

的结果，选择合适的自身吸收方法［１１］，在自身抗体吸收后进行

不规则抗体的筛查和鉴定；若直接抗ＩｇＧ抗体的凝集强度超过

１个（＋），则同时制备洗脱液进行不规则抗体的鉴定。（４）交

叉配血方法的选择：由于各种血清学方法在检出率和特异性方

面各有所长［４，１２］，因此，应根据导致疑难配血的原因，选择性联

合应用盐水法、木瓜蛋白酶法、聚凝胺法和抗人球蛋白法（试管

法、微柱凝胶法）等血型血清学技术进行交叉配血，以确保临床

输血安全、有效。
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需要进行抗感染治疗。在本研究中，患者１的脑脊液和下呼吸

道标本均检出鲍氏不动杆菌，但其血清降钙素原的波动范围为

０．０７～１．８８ｎｇ／ｍＬ；患者２最初在下呼吸道吸取的痰液标本

内检出了鲍氏不动杆菌，血清降钙素原处于低水平，但是后来

发生了鲍氏不动杆菌的血液感染，降钙素原从低于０．０５ｎｇ／

ｍＬ升至１５．３４ｎｇ／ｍＬ，这提示血液感染引起的降钙素原变化

幅度显著大于其他部位感染。因此，泛耐药的鲍氏不动杆菌在

呼吸道定植要引起高度重视，谨防其随后引起血液感染而使临

床治疗措手不及。
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ｃｏｎｃｅｐｔｓ，ａｎｄａｎｔｉｂｉｏｔｉｃｔｈｅｒａｐｙ［Ｊ］．Ｃｈｅｓｔ，２０１１，１３９（５）：１１７２１１８５．

［１０］ＭｏｏｒｅＮＭ，ＦｌａｗｓＭＬ．ＥｐｉｄｅｍｉｏｌｏｇｙａｎｄｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓｏｆＰｓｅｕｄｏ

ｍｏｎａｓａｅｒｕｇｉｎｏｓａｉｎｆｅｃｔｉｏｎｓ［Ｊ］．ＣｌｉｎＬａｂＳｃｉ，２０１１，２４（１）：４３４６．

［１１］汪一萍，陈国忠，鲁勇，等．多重耐药大肠埃希菌毒力基因研究

［Ｊ］．中华临床感染病杂志，２０１２，５（１）：１９２３．

［１２］卓超，苏丹虹，倪语星，等．２０１０年ＣＨＩＮＥＴ克雷伯菌属细菌耐药

性监测［Ｊ］．中国感染与化疗杂志，２０１２，１２（３）：１７４１７９．

［１３］张博，倪语星，孙景勇，等．２０１０年中国ＣＨＩＮＥＴ铜绿假单胞菌

耐药性监测［Ｊ］．中国感染与化疗杂志，２０１２，１２（３）：１６１１６６．

［１４］侯天文，尹晓琳，李玮，等．多重耐药鲍氏不动杆菌相关耐药基因检

测分析［Ｊ］．中华微生物学与免疫学杂志，２００７，２７（４）：３７９３８３．

［１５］ＧｅｎｄｒｅｌＤ，ＢｏｈｕｏｎＣ．Ｐｒｏｃａｌｃｉｔｏｎｉｎａｓａｍａｒｋｅｒｏｆｂａｃｔｅｒｉａｌｉｎｆｅｃ

ｔｉｏｎ［Ｊ］．ＰｅｄｉａｔｒＩｎｆｅｃｔＤｉｓＪ，２０００，１９（８）：６７９６８７．

（收稿日期：２０１３０１１４）
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