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　　摘　要：目的　研究多重耐药鲍曼不动杆菌（ＭＤＲＡＢ）的耐药性，并分析其相关耐药基因ｔｅｔＡ，ｔｅｔＢ，ｓｕｌ１，ｄｆｒＡ，ｍｄｆＡ。

方法　２０１２年８月至２０１３年３月江苏省镇江市第一人民医院住院患者的痰液标本中分离得到的 ＭＤＲＡＢ菌株５０株。应用纸

片扩散法检测对抗菌药物的敏感度。采用聚合酶链反应（ＰＣＲ）检测耐药基因ｔｅｔＡ，ｔｅｔＢ，ｓｕｌ１，ｄｆｒＡ１，ｍｄｆＡ。结果　５０株 ＭＤＲ

ＡＢ对头孢哌酮／舒巴坦、氨苄西林／舒巴坦、米诺环素、复方磺胺甲唑的耐药率分别为３８％、６４％、４０％、５０％，对其他参与试验

的８种常见抗菌药物的耐药率均大于或等于９４％。５０株 ＭＤＲＡＢ中检测到ｔｅｔＢ、ｓｕｌ１和 ｍｄｆＡ基因的表达，阳性率分别为

７０％、９５％和４５％。结论　该研究中 ＭＤＲＡＢ多重耐药情况比较严重，ＭＤＲＡＢ对四环素、复方磺胺甲唑类抗菌药物耐药与

ｔｅｔＢ、ｓｕｌ１及广谱抗菌药物外排泵基因ｍｄｆＡ等的表达密切相关。
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　　鲍曼不动杆菌是重要的条件致病菌，在医院内，尤其是重

症监护病房（ＩＣＵ）的感染率和耐药率日渐增加，临床治疗较困

难。鲍曼不动杆菌在医院分布广泛且该菌对湿热紫外线及化

学消毒剂有较强抵抗力，常规消毒不能将其杀灭，免疫功能低

下患者易感染，可引发呼吸道、泌尿道、消化道等感染，且感染

多以多重耐药鲍曼不动杆菌（ＭＤＲＡＢ）为主。ＭＤＲＡＢ对５

类抗菌药物中的３类及以上药物耐药，包括头孢菌素类、碳青

霉烯类、β内酰胺酶抑制剂、氨基糖苷类和氟喹诺酮类。因此，

对鲍曼不动杆菌的耐药机制进行全面而深入的研究意义重

大［１］。本研究对 ＭＤＲＡＢ的四环素耐药基因ｔｅｔＡ、ｔｅｔＢ，复方

磺胺甲唑耐药基因ｓｕｌ１、ｄｆｒＡ１，以及广谱外排泵基因 ｍｄｆＡ

进行了检测，旨在对鲍曼不动杆菌的耐药机制进行更加全面而

深入的了解。现将研究结果报道如下。

１　材料与方法

１．１　菌株来源　临床分离的５０株鲍曼不动杆菌均来自２０１２

年８月至２０１３年３月镇江市第一人民医院５０例住院患者的

痰液标本，同一患者同一部位重复分离的菌株不重复计入。

１．２　药敏试验　采用纸片扩散（ＫＢ）法测定 ＭＤＲＡＢ对抗

菌药物的敏感度，ＭＨ琼脂和药敏纸片分别为博赛生物科技有

限公 司 和 ＯＸＯＩＤ 公 司 提 供。以 标 准 菌 株 大 肠 埃 希 菌

ＡＴＣＣ２５９２２和铜绿假单胞菌 ＡＴＣＣ２７８５３作为质控菌株，并

根据２０１０版美国临床实验室标准化研究所（ＣＬＳＩ）文件的标

准进行抗菌药物敏感度判断。

１．３　细菌处理　挑选纯培养菌落置入０．５ｍＬ离心管内，内

置５０μＬ裂解液和蛋白酶Ｋ的混合物。聚合酶链反应（ＰＣＲ）

仪上５５℃消化细菌菌体１ｈ后，９５℃破坏裂解液内的蛋白酶

Ｋ１０ｍｉｎ，然后每管补充２００μＬ纯水，即为ＤＮＡ模板液，置于

－２０℃冰箱保存备用。

１．４　基因检测　ＰＣＲ法检测氨基糖苷类耐药基因，靶基因引

物序列见表１。ＰＣＲ试剂购于日本Ｔａｋａｒａ公司，引物由上海

生工生物工程股份有限公司合成。各ＰＣＲ反应体系均严格按

照说明书进行。ＰＣＲ扩增热循环参数为９３℃预变性５ｍｉｎ，

然后按９３℃６０ｓ，５５℃６０ｓ，７２℃６０ｓ循环３５个周期，最后

一个周期时７２℃条件下延长７ｍｉｎ。扩增产物经２％琼脂糖

凝胶电泳后，在紫外凝胶电泳成像仪下观察，并记录结果。

１．５　基因测序　ＰＣＲ扩增产物采用美国应用生物系统公司

提供的ＡＢＩ３７３０型毛细管全自动测序仪进行测序，委托上海

翰宇生物技术有限公司完成。

１．６　序列比对分析　应用Ｃｈｒｏｍａｓ读序工具软件，测序结果

用Ｃｈｒｏｍａｓ直接作局部序列比对基本检索工具（ＢＬＡＳＴ）
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比对。

表１　　靶基因ＰＣＲ引物序列及终产物长度

靶基因 引物序列
引物大小

（ｂｐ）

ｔｅｔＡ 上游：ＣＴＧＡＴＣＧＴＡＡＴＴＣＴＧＡＧＣＡＣＴＧ ４２０

下游：ＣＧＣＧＡＣＣＡＴＣＣＣＧＡＡＣＣＣＧＡＡ

ｔｅｔＢ 上游：ＣＴＴＡＴＣＡＴＧＣＣＡＧＴＣＴＴＧＣＣ ２０２

下游：ＣＡＡＴＡＡＧＴＡＡＴＣＣＡＧＣＧＡＴＧＣ

ｓｕｌ１ 上游：ＴＡＧＣＧＡＧＧＧＣＴＴＴＡＣＴＡＡＧＣ ３００

下游：ＡＴＴＣＡＧＡＡＴＧＣＣＧＡＡＣＡＣＣＧ

ｄｆｒＡ１ 上游：ＴＴＧＴＧＡＡＡＣＴＡＴ ＣＡＣＴＡＡＴＧＧＴＡＧ ４８０

下游：ＣＴＴＧＴＴＡＡＣＣＣＴＴＴＴＧＣＣＡＧＡ

ｍｄｆＡ 上游：ＡＣＧＡＣＡＧＣＧＴＴＧＡＡＣＣＧＴＡＣ ３６５

下游：ＴＣＡＧＣＡＧＴＧＧＧＡＴＡＴ ＧＣＣＧＣ

２　结　　果

２．１　５０株 ＭＤＲＡＢ药敏试验　５０株 ＭＤＲＡＢ对头孢哌酮／

舒巴坦、氨苄西林／舒巴坦、米诺环素、磺胺甲恶唑的耐药率分

别为３８％、６４％、４０％、５０％，对其他参与试验的８种抗菌药物

的耐药率均大于或等于９４％。见表２。

表２　　５０株 ＭＤＲＡＢ对１２种抗菌药物的

　　药敏试验［狀（％），狀＝５０］

抗菌药物 耐药 敏感 抗菌药物 耐药 敏感

亚胺培南 ５０（１００）０（０）氨苄西林／舒巴坦 ３２（６４）３６（１８）

头孢吡肟 ４７（９４）６（３）阿米卡星 ４７（９４）６（３）

头孢他啶 ５０（１００）０（０）庆大霉素 ５０（１００）０（０）

头孢曲松 ４９（９８）２（１）环丙沙星 ５０（１００）０（０）

头孢哌酮／舒巴坦 １９（３８）２６（１３）米诺环素 ２０（４０）３６（１８）

哌拉西林／他唑巴坦 ４８（９６）４（２）磺胺甲唑 ２５（５０）３４（１７）

２．２　耐药基因检测　四环素耐药相关基因ｔｅｔＡ、ｔｅｔＢ中检测

到ｔｅｔＢ表达，阳性率为７０％，复方磺胺甲唑相关耐药基因

ｓｕｌ１和ｄｆｒＡ１中检测到ｓｕｌ１表达，阳性率为９５％，广谱抗菌药

物外排泵基因ｍｄｆＡ表达阳性率为４５％。对三种阳性基因的

ＰＣＲ扩增产物进行ＤＮＡ测序，并进行ＢＬＡＳＴ比对分析，与基

因组中已注册的序列一致。

３　讨　　论

随着抗菌药物的广泛使用，感染患者对细菌的耐药率逐渐

上升，尤其是鲍曼不动杆菌在近几十年耐药率急剧增加。多重

耐药甚至泛耐药菌株的出现提示菌株耐药机制的多样性和复

杂性，加上耐药速度发展迅速，更加引起了学者的研究兴趣。

目前已知的耐药机制主要包括β内酰胺酶、氨基糖苷类修饰酶

等各种酶的降解，如膜孔蛋白的突变等靶蛋白的修饰，膜渗透

性的改变以及外排泵的作用加强等［２］。其中，研究最多的是β

内酰胺酶［３４］，本实验室之前检测的β内酰胺酶类耐药基因

ＴＥＭ、ＡｍｐＣ、ＯＸＡ２３和 ＯＸＡ５１四种基因，阳性率非常高，

氨基糖苷类修饰酶基因ａａｃ（３）Ｉ、ａａｃ（６′）Ｉｂ、ａｐｈ（３′）Ｉ以及

１６ＳｒＲＮＡ甲基化酶基因ａｒｍＡ耐药率非常高，有的甚至在

９０％以上
［５６］。此外，这些菌株还对四环素，复方磺胺甲唑等

抗菌药物表现出不同程度的耐药性，所以本研究检测了ｔｅｔＡ、

ｔｅｔＢ、ｓｕｌ１、ｄｆｒＡ１和ｍｄｆＡ等基因。菌株的药敏试验结果表明

本研究所用菌株的多重耐药现象比较严重，且对不同类型的药

物表现出不同程度的耐药，一定程度上反映了本地区鲍曼不动

杆菌多重耐药的复杂性。

细菌对四环素耐药的机制是由不同的四环素ｔｅｔ耐药基

因决定的，包括核糖体保护机制、药物排出泵机制和酶钝化机

制等。如由ｔｅｔＡ和ｔｅｔＢ转座子介导的外排泵，ｔｅｔＡ仅作用于

四环素，而ｔｅｔＢ可作用于四环素和米诺环素
［７］；由ｔｅｔＭ 和ｔｅ

ｔＯ基因介导，保护核糖体免受四环素、多西环素和米诺环素的

作用。本研究中，四环素耐药基因只检测到了ｔｅｔＢ基因，ＰＣＲ

条带呈现不同程度的阳性，阳性率高达７０％，但没有检测到

ｔｅｔＡ基因，进一步说明了鲍曼不动杆菌对米诺环素的耐药与

ｔｅｔＢ基因相关。

磺胺类药物主要是通过作用于二氢叶酸，影响细菌核酸的

代谢来发挥其杀菌作用的，而细菌对磺胺类药物耐药的主要机

制是通过获得ｓｕｌ１基因编码二氢叶酸合成酶，竞争拮抗磺胺

类药物，抑制磺胺类药物的作用而导致耐药的产生。另外，细

菌还可以通过获得ｄｆｒ基因产生二氢叶酸还原酶，拮抗甲氧苄

胺嘧啶而耐药［８］。本研究中未检测到ｄｆｒＡ１的表达，而ｓｕｌ１

的阳性率则达９５％。

另外，外排泵的外排作用加强也是鲍曼不动杆菌的重要耐

药机制之一。在鲍曼不动杆菌，外排泵系统主要包括耐药小结

节分裂（ＲＮＤ）家族，主要超化因子（ＭＦＳ）家族，多药及毒物外

排（ＭＡＴＥ）家族等。ｍｄｆＡ质子泵属于 ＭＦＳ家族，在大肠埃

希菌、肺炎克雷伯杆菌等中也有发现［９］，本研究中 ｍｄｆＡ检出

率为４５％。因此，本研究中的多重耐药菌株除了与ｔｅｔＢ、ｓｕｌ１

基因相关外，与携带ｍｄｆＡ基因也有密切的联系。

ＭＤＲＡＢ感染患者常患有基础疾病，免疫力低下，其医院

感染率日渐增加，不仅对目前常用的抗菌药物产生耐药，而且

还容易在院内尤其是ＩＣＵ 中造成广泛的交叉感染
［１０］。自

１９９１年纽约首次爆发 ＭＤＲＡＢ感染以来，ＭＤＲＡＢ感染已经

在全球范围内流行，很多国家均有报道，甚至在不同国家间广

泛传播［１１１５］。本研究除了折射出本地区鲍曼不动杆菌耐药情

况比较严重外，同时也反映了其耐药机制的多样性，制定合理

的方案应对 ＭＤＲＡＢ是控制耐药鲍曼不动杆菌感染的重要方

法和手段。
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２　结　　果

２．１　ＵＦ５００ｉ法和干化学法检测符合率比较　５００份尿样中，

细菌培养出１８０例阳性。ＵＦ５００ｉ法检测与细菌培养结果符

合率为９８．３３％（１７７／１８０），干化学法检测与之符合率为

９１．６７％（１６５／１８０），两种方法符合率比较差异有统计学意义

（χ
２＝４．２０４，犘＜０．０５）。

２．２　ＵＦ５００ｉ法和干化学法检测敏感度和特异度比较　ＵＦ

５００ｉ法检测敏感度为９８．３３％（１７７／１８０），特异度为９９．０６％

（３２０／３２３）；干化学法检测敏感度为９１．６７％（１６５／１８０），特异

度为９５．３１％（３２０／３３５），比较差异均有统计学意义（犘＜

０．０５）。

３　讨　　论

　　ＵＴＩ病原菌主要通过外尿道口进入膀胱和肾从而引起

ＵＴＩ。随着抗菌药物、免疫抑制剂、激素的应用及介入诊断的

增多，ＵＴＩ发生率也逐渐升高，如果不能合理或未彻底治疗，

将增加细菌的耐药性，特别是多重耐药菌株的产生，给后续治

疗造成困扰［３４］。ＵＴＩ诊断应根据患者的临床表现及实验室

数据来综合确诊，实验室数据主要以尿液沉渣 ＷＢＣ计数、细

菌计数、ＷＢＣ酯酶和亚硝酸盐反应以及中段尿细菌培养法等

来确定［５］。

尿沉渣检查是在显微镜下对尿中的沉淀物进行定量分析，

通过定量数据来判断尿液状况。正常尿液中９５％为水，其余

５％为无机物质和有机物质组成的固体物
［６］。通过对尿液固体

物中的有机和无机成分的定性鉴别、定量计数等，可间接诊断

泌尿系统存在的疾病［７］。细菌培养作为 ＵＴＩ的诊断金标准，

临床效能虽然好，但是耗时太长，从采集标本到出报告一般需

要２～３ｄ，不能及时为患者提供可靠的诊断结果，易延误治

疗［８９］。ＵＦ５００ｉ尿沉渣分析仪具有使用便捷、快速、灵敏度

高、重复性好等优点，且很好地解决了尿沉渣检测的自动化问

题［１０］。本研究采用日本Ｓｙｓｍｅｘ公司生产的 ＵＦ５００ｉ全自动

尿液分析仪检测尿液，并与细菌培养结果及干化学法检测结果

进行比较。结果显示，ＵＦ５００ｉ法检测符合率为９８．３３％（１７７／

１８０）；干化学法检测符合率为９１．６７％（１６５／１８０），两种方法符

合率比较，差异统计学意义（χ
２＝４．２０４，犘＜０．０５）。ＵＦ５００ｉ

法检测敏感度为９８．３３％，特异度为９９．０６％；干化学法检测敏

感度为９１．６７％，特异度为９５．３１％，组间比较差异均有统计学

意义（犘＜０．０５）。说明 ＵＦ５００ｉ全自动尿液分析仪具有较高

的特异度及敏感度，能很好地区分 ＵＴＩ及非 ＵＴＩ，为临床快

速、准确诊断打下了坚实基础。

综上所述，ＵＦ５００ｉ全自动尿液分析仪在一定条件和范围

内对尿液细菌培养结果有预见作用，且能对尿液标本进行快速

有效的筛查，大部分阴性结果可根据检测结果排除 ＵＴＩ。对

于ＵＦ５００ｉ全自动尿液分析仪阳性的患者应进一步做细菌培

养［９１０］，根据培养及药敏结果，及时对症治疗调整用药。
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ｄｒｕｇＲｅｓｉｓｔａｎｔａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒｂａｕｍａｎｎｉｉｓｔｒａｉｎｓｆｒｏｍｎｏｓｏｃｏｍｉａｌ

ｏｕｔｂｒｅａｋｓｉｎＪａｐａｎ［Ｊ］．ＧｅｎｏｍｅＡｎｎｏｕｎｃ，２０１３，１（４）：１１２８．

［１５］ＢｏｎｎｉｎＲＡ，ＣｕｚｏｎＧ，ＰｏｉｒｅｌＬ，ｅｔａｌ．ＭｕｌｔｉｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｔＡｃｉｎｅｔｏ

ｂａｃｔｅｒｂａｕｍａｎｎｉｉｃｌｏｎｅ，Ｆｒａｎｃｅ［Ｊ］．ＥｍｅｒｇＩｎｆｅｃｔＤｉｓ，２０１３，１９

（５）：８２２８２３．

（收稿日期：２０１４１１２０）

·０９１· 国际检验医学杂志２０１５年１月第３６卷第２期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｊａｎｕａｒｙ２０１５，Ｖｏｌ．３６，Ｎｏ．２




