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医院分离多重耐药鲍曼不动杆菌耐药基因的研究"

李光荣!卢灵峰!向成玉!杨
!

葵!邓正华!刘靳波#

"西南医科大学附属医院检验科!四川泸州
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$
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摘
!

要"目的
!

研究多重耐药鲍曼不动杆菌"

#87A"M

$的耐药性及相关耐药基因!为临床抗菌药物的合理选择提供依据&方

法
!

采用
#?HGCSH31X3E4"R3

O

=+

全自动微生物鉴定(药敏测试系统筛选鲍曼不动杆菌"

"M

$

=Z

株#采用聚合酶链式反应检测

#87A"M

携带相关耐药基因
]̂"A&'

%

]̂"A&(

%

U#$

%

LU#

%

BY#

%

S\L

#并对耐药基因扩增阳性的产物进行
89"

序列分析&

结果
!

=Z

株
#87A"M

对青霉素类和头孢类抗菌药物的耐药率均为
%**)*V

#对氨苄西林(舒巴坦的耐药率为
5'),V

!对亚胺培南

和美罗培南的耐药率分别为
,,)%V

和
,()%V

!对庆大霉素%阿米卡星%妥布霉素的耐药率分别为
%**)*V

%

%**)*V

和
Z5)ZV

!对

环丙沙星%左氧氟沙星%加替沙星的耐药率分别为
Z=)ZV

%

=%)ZV

和
55)+V

!对磺胺甲唑和利福平的耐药率分别为
=%)ZV

和

%**)*V

!对多黏菌素和多黏菌素
2

的耐药率分别为
%()'V

和
%%)&V

!对四环素%米诺环素%替加环素的耐药率分别为
%**)*V

%

+)%V

%

()%V

#

=Z

株
#87A"M

耐药基因检测!各有
5*

株携带
]̂"A&'

和
BY#

基因!

,'

株携带
LU#

基因!

(%

株携带
U#$

基因!

未检测到
]̂"A&(

%

S\L

基因#

89"

序列分析结果显示
]̂"A&'

%

BY#

%

U#$

和
LU#(

种基因分别与
962U

序列的同源性为

=ZV

%

=ZV

%

==V

和
==V

&结论
!

该地区临床分离
#87A"M

耐药情况比较严重!耐药基因的携带以
]̂"A&'

和
BY#

为主!携带

多种耐药基因是导致
#87A"M

耐药的重要原因!临床医务人员对
"M

感染患者应尽量根据药敏试验结果合理使用抗菌药物&

关键词"鲍曼不动杆菌#

!

多重耐药#

!

耐药基因
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鲍曼不动杆菌$

"M

&是一类非发酵的革兰阴性杆菌#广泛

存在于医院环境和人体皮肤表面#主要引起获得性肺炎'菌血

症'尿路感染'继发性脑膜炎等#是医院感染的重要致病菌之

一*根据
&*%'

年
6\U9YB

数据显示#

"M

的临床分离率已高

于铜绿假单胞菌#位居非发酵菌临床分离率第
%

位(

%

)

*多重耐

药鲍曼不动杆菌$

#87A"M

&指对
'

种以上不同类型抗菌药物

耐药的菌株*随着广谱抗菌药物和免疫抑制剂的大量使用#

#87A"M

在临床中大量出现#给临床抗感染治疗带来极大的

挑战*为了解本院
#87A"M

相关耐药基因的存在情况#笔者

对本院临床分离的
=Z

株
#87A"M

菌株进行了耐药性分析#选

取
+

种具有代表性的耐药基因$

S\L

'

BY#

'

U#$

'

LU#

'

]̂"A

&'

'

]̂"A&(

&进行检测#现报道如下*

B

!

材料与方法

B)B

!

菌株来源
!

=Z

株
#87A"M

均来自
&*%&

年
%

月至
&*%(

+

&*+

+

国际检验医学杂志
&*%+

年
'

月第
'5

卷第
,

期
!

U1IW!3M#0D

!

#3GH.&*%+

!

LCE)'5

!

9C),

"

基金项目!泸州医学院附属医院基金资助项目$

%(*',

&*

!

作者简介!李光荣#男#主管检验师#主要从事微生物和生物化学检验研究*

!

#

!

通讯作者
YAK3?E

!

E?N

>

M5&*'

!

%+')HCK

*



年
=

月本院收集的临床标本#标本来源!呼吸道标本中分离
5'

株$

5(),V

&'分泌物标本中分离
%&

株$

%&)&V

&#血液标本中分

离
,

株$

,)%V

&#其他标本中分离
Z

株$

Z)&V

&%标本来源科室

主要为重症监护室$

U6<

&'呼吸内科和神经外科*

B)C

!

仪器与试剂
!

#?HGCSH31X3E4"R3

O

=+

全自动微生物鉴

定"药敏测试系统及其配套试剂$德国西门子公司&'

6%***B#

B.0GK3E6

O

HE0

聚合酶链式反应$

$67

&扩增仪与
/0E8CH]7

凝

胶成像仪$美国
2?CA7"8

公司&'

$67

引物$上海生物工程有限

公司合成&'

B3

Q

89"

酶系等$上海生物工程有限公司&'

#340G

8!,**

$大连宝生物工程有限公司&*各靶基因引物序列和产

物长度#见表
%

*

表
%

!!

靶基因引物序列和产物长度

酶名称 基因名称 引物序列$

,̀

'

'̀

& 产物长度$

M

F

&

超广谱
)

A

内酰胺酶
BY#

$%

!

,̀A6//B"BB"B666/B/BB/A'̀

$&

!

,̀A/B6/BBB//B"B//6BB6A'̀

&Z*

S\L

$%

!

,̀A66/6B///"""6//""6BA'̀

$&

!

,̀A666/6"/"B"""B6"66"6""BA'̀

&Z+

苯唑西林酶$

]̂"

&

]̂"A&'

$%

!

,̀A666/"/B6"/"BB/BBA'̀

$&

!

,̀A"B//6BB6B66B"/B/B6A'̀

&5,

]̂"A&(

$%

!

,̀A"6BBB"//B/"//6""B/A'̀

$&

!

,̀A""//B""B6//BB"B/B/A'̀

&Z+

金属
)

A

内酰胺酶
U#$

$%

!

,̀A6"B//"B"BB/6B/6B6A'̀

$&

!

,̀A6BBB"/"6B6/66BB6"A'̀

&=&

LU#

$%

!

,̀A"/B6B66"6/6"6BBB6"BA'̀

$&

!

,̀A6"6""66"66"B"/"/6"6"A'̀

,*,

!!

$%

!特异性引物
%

%

$&

!特异性引物
&

*

B)D

!

方法

B)D)B

!

细菌鉴定及药敏试验
!

=Z

株
#87A"M

均使用
#?A

HGCSH31X3E4"R3

O

=+

全自动微生物鉴定"药敏测试系统鉴定

并获得#同时采用该系统检测其对氨苄西林
A

舒巴坦'阿米卡

星'头孢曲松钠'头孢他啶'头孢泊肟'头孢噻肟'环丙沙星'头

孢吡肟'加替沙星'庆大霉素'亚胺培南'美罗培南'左氧氟沙

星'哌拉西林'美洛西林'磺胺甲唑'妥布霉素'多黏菌素'多

黏菌素
2

'利福平'四环素'米诺环素'替加环素等
&'

种抗菌药

物的最小抑菌浓度$

#U6

&*所有
#87A"M

经检测鉴定后冻存

于
_Z*[

冰箱*实验操作及药敏结果判断标准参照
&*%%

年

美国临床实验室标准化协会$

6!SU

&标准执行*药敏试验所用

质控 菌 株 为 大 肠 埃 希 菌
"B66&,=&&

'鲍 曼 不 动 杆 菌

"B66%=+*+

*

B)D)C

!

#87A"M89"

模板制备
!

采用煮沸法提取细菌
89"

模板(

&

)

!挑选已分纯单克隆
#87A"M

菌落放入含
%K!

生理盐

水的
Y$

管中#混匀后在离心半径为
%*HK

的离心机上
Z***

G

"

K?1

离心
&K?1

#弃上清后加
%**

#

!

蒸馏水在漩涡混合器上

充分震荡混匀#在干浴锅上
=,[

干浴
%*K?1

#再在离心半径为

%*HK

的离心机上
%&***G

"

K?1

离心
&K?1

#所得上清液即为

检测细菌
89"

的模板*

B)D)D

!

反应体系及条件
!

$67

扩增反应体系!总反应体系为

&,

#

!

#其中
%*:

缓冲液
&),

#

!

#

&,KKCE

"

!

氯化镁$

#

P

6E

&

&

%),

#

!

#

&,KKCE

"

!

脱氧核糖核苷酸$

D9B$@

&

*)&

#

!

#

89"

模

板
&

#

!

#

,

#

KCE

"

!$%

和
$&

引物各
%

#

!

#

,<

"

#

!B3

Q

89"

酶

*),

#

!

#用无菌水补足至总体积
&,

#

!

#通过
6%***B# B.0GA

K3E6

O

HE0$67

扩增仪扩增*反应条件!

='[

预变性
'K?1

#

='

[

变性
'*@

'

,'[

复性
'*@

'

5&[

延伸
EK?1

#循环
',

个周

期#

5&[

延长
,K?1

*

B)D)E

!

电泳与成像
!

$67

扩增产物经琼脂糖凝胶$

%),V

&电

泳跑胶#以无菌生理盐水为阴性对照#琼脂糖凝胶上出现目的

条带即为基因检测阳性#通过
/0E8CH]7

凝胶成像仪观察并

摄像保存*

B)D)F

!

$67

产物的测序
!

$67

扩增阳性的产物送上海铂尚

生物技术有限公司纯化'测序#读序软件为
6.GCK3@

*测序结

果与序列比对软件
2!"SB9

与
/012314

数据库中的序列进

行对比分析*

B)E

!

统计学处理
!

采用
X\ 9̂YB,)+

软件进行耐药性分析*

C

!

结
!!

果

C)B

!

药敏试验结果
!

=Z

株
#87A"M

对青霉素类和头孢类抗

菌药物的耐药率均为
%**)*V

%对氨苄西林"舒巴坦的耐药率为

5'),V

#对碳青霉烯类抗菌药物中亚胺培南和美罗培南的耐药

率分别为
,,)%V

和
,()%V

#对氨基糖苷类抗菌药物中庆大霉

素'阿米卡星'妥布霉素的耐药率分别为
%**)*V

'

%**)*V

和

Z5)ZV

#对喹诺酮类抗菌药物中环丙沙星'左氧氟沙星'加替沙

星的耐药率分别为
Z=)ZV

'

=%)ZV

和
55)+V

#对磺胺甲唑和

利福平的耐药率分为
=%)ZV

和
%**)*V

#对多黏菌素和多黏菌

素
2

的耐药率分为
%()'V

和
%%)&V

#对四环素'米诺环素'替

加环素的耐药率分别为
%**)*V

'

+)%V

'

()%V

*见表
&

*

表
&

!!

=Z

株
#87A"M

对抗菌药物的敏感性%

$

#

V

$&

药物名称
7 U S

氨苄西林"舒巴坦
5&

$

5'),

&

%&

$

%&)&

&

%(

$

%()'

&

阿米卡星
=Z

$

%**)*

&

*

$

*)*

&

*

$

*)*

&

头孢曲松钠
=Z

$

%**)*

&

*

$

*)*

&

*

$

*)*

&

头孢他啶
=Z

$

%**)*

&

*

$

*)*

&

*

$

*)*

&

头孢泊肟
=Z

$

%**)*

&

*

$

*)*

&

*

$

*)*

&

头孢噻肟
=Z

$

%**)*

&

*

$

*)*

&

*

$

*)*

&

环丙沙星
ZZ

$

Z=)Z

&

*

$

*)*

&

%*

$

*)*

&

+

'*+

+
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续表
&

!!

=Z

株
#87A"M

对抗菌药物的敏感性%

$

#

V

$&

药物名称
7 U S

头孢吡肟
=Z

$

%**)*

&

*

$

*)*

&

*

$

*)*

&

加替沙星
5+

$

55)+

&

+

$

+)%

&

%+

$

%+)'

&

庆大霉素
=Z

$

%**)*

&

*

$

*)*

&

*

$

*)*

&

亚胺培南
,(

$

,,)%

&

,

$

,)%

&

'=

$

'=)Z

&

美罗培南
,'

$

,()%

&

,

$

,)%

&

(*

$

(*)Z

&

左氧氟沙星
=*

$

=%)Z

&

&

$

&)*

&

+

$

+)%

&

哌拉西林
=Z

$

%**)*

&

*

$

*)*

&

*

$

*)*

&

美洛西林
=Z

$

%**)*

&

*

$

*)*

&

*

$

*)*

&

磺胺甲唑
=*

$

=%)Z

&

*

$

*)*

&

Z

$

Z)&

&

妥布霉素
Z+

$

Z5)Z

&

&

$

&)*

&

%*

$

%*)&

&

多黏菌素
(

$

%()'

&

*

$

*)*

&

Z(

$

Z,)5

&

多黏菌素
2 %%

$

%%)&

&

*

$

*)*

&

Z5

$

ZZ)Z

&

利福平
=Z

$

%**)*

&

*

$

*)*

&

*

$

*)*

&

四环素
=Z

$

%**)*

&

*

$

*)*

&

*

$

*)*

&

米诺环素
+

$

+)%

&

+

$

+)%

&

Z+

$

Z5)Z

&

替加环素
(

$

()%

&

(

$

()%

&

=*

$

=%)Z

&

!!

7

!耐药%

U

!中介%

S

!敏感*

C)C

!

基因检测结果
!

对
=Z

株
#87A"M

菌进行
]̂"A&'

'

]̂"A&(

'

U#$

'

LU#

'

BY#

'

S\L

基因检测#分 别 有
5*

株

$

5%)(V

&携带
]̂"A&'

基因和
BY#

基因#

,'

株$

,()%V

&携带

LU#

基因#

(%

株$

(%)ZV

&携带
U#$

基因#

&Z

株$

&Z),V

&同时

携带
BY#

'

LU#

和
U#$

基因#

&+

株$

&+),V

&同时携带
]̂"A

&'

'

U#$

和
LU#

基因#

&+

株$

&+),V

&同时携带
]̂"A&'

'

BY#

和
U#$

基因#

(5

株$

(Z)*V

&同时携带
]̂"A&'

'

BY#

和
LU#

基因#

&+

株$

&+),V

&同时携带
]̂"A&'

'

BY#

'

U#$

和
LU#

基

因#未检测到携带
]̂"A&(

'

S\L

基因的
#87A"M

*

C)D

!

$67

阳性产物电泳结果
!

对
]̂"A&'

'

LU#

'

U#$

'

BY#

基因扩增阳性的产物进行琼脂糖电泳#电泳结果见图
%

"

(

*

!!

#

!

89"

分子量标记物
8!,**

%

9

!阴性对照%

%

"

Z

!阳性标本*

图
%

!!

BY#

基因的扩增产物电泳

!!

#

!

89"

分子量标记物
8!,**

%

9

!阴性对照%

%

"

Z

!阳性标本*

图
&

!!

LU#

基因的扩增产物电泳

C)E

!

$67

扩增阳性产物测序结果
!

]̂"A&'

'

LU#

'

U#$

'

BY#(

种基因经
$67

扩增后的阳性产物测序结果经
2!"SB

程序对比分析#与
962U

已登录目的基因的同源性分别为

=ZV

'

==V

'

==V

和
=ZV

*

!!

#

!

89"

分子量标记物
8!,**

%

9

!阴性对照%

%

"

Z

!阳性标本*

图
'

!!

U#$

基因的扩增产物电泳

!!

#

!

89"

分子量标记物
8!,**

%

9

!阴性对照%

%

"

Z

!阳性标本*

图
(

!!

]̂"A&'

基因的扩增产物电泳

D

!

讨
!!

论

!!

"M

是引起临床感染的主要病原菌之一#尤其是
#87A"M

菌株的出现常常导致感染者不治身亡(

'

)

*由于其存在广泛且

耐药机制复杂#临床分离率逐年升高#尤其容易感染老年患者'

重症患者和免疫力低下的患者#给临床抗感染治疗带来很大的

困难*

本研究结果显示#

#87A"M

主要来自呼吸道标本$

5(),V

&#

这与国内外大多数报道接近(

(

)

#提示呼吸道是
"M

最容易侵袭

的部位*标本来源科室主要为
U6<

'呼吸内科和神经外科#考

虑这些科室主要是一些重症患者#住院时间较长#容易进行一

些侵袭性操作和激素'免疫抑制剂等治疗#一定程度上造成了

#87A"M

在医院环境的定植和播散*

随着抗菌药物在临床的广泛使用#

"M

的耐药情况越来越

严重#尤其是
#87A"M

*本次研究的
#87A"M

对大部分常规

抗菌药物耐药率均大于
5'),V

#由此可见本院分离的
#87A

"M

耐药情况十分严峻#常规抗菌药物对
#87A"M

已基本失去

抗菌作用*亚胺培南和美罗培南是临床常用于治疗
"M

感染

的碳青霉烯类抗菌药物#但其耐药率已分别达到
,,)%V

和

,()%V

#这与临床医务人员在治疗
"M

感染时经验性选用既往

相对敏感的亚胺培南或美罗培南#使耐药菌株不断得到选择性

生存有关#应引起临床高度重视*

8?1H

等(

,

)研究发现#对于

#87A"M

引起的严重感染#选用大剂量多黏菌素
2

联合利福

平或头孢哌酮"舒巴坦联合米诺环素进行治疗#其耐药性大幅

降低#提示联合用药也是治疗
#87A"M

感染的有效方式*本

研究还发现#

#87A"M

对部分药物有较低的耐药率#如多黏菌

素和多黏菌素
2

的耐药率分别为
%()'V

和
%%)&V

#米诺环素

和替加环素的耐药率分别为
+)%V

'

()%V

#提示临床医务人员

对
#87A"M

导致的感染可以考虑使用这些药物*

目前认为
#87A"M

对大部分抗菌药物的耐药机制是产
)

A

内酰胺酶#

)

A

内酰胺酶主要包括
"KME0G

分类的
"

'

2

'

6

'

8(

类

酶(

+

)

#超广谱
)

A

内酰胺酶为
"

类酶#主要包括
S\L

'

BY#

和

6B]A#

等(

5

)

*可水解单环
)

A

内酰胺类和头孢菌素类抗菌药

物#但不能水解碳青霉烯类和头霉素#可被
)

A

内酰胺酶抑制剂

+

(*+

+

国际检验医学杂志
&*%+

年
'

月第
'5

卷第
,

期
!

U1IW!3M#0D

!

#3GH.&*%+

!

LCE)'5

!

9C),



抑制*

2

类酶又被称为金属
)

A

内酰胺酶$

#2!@

&#包括
U#$

'

LU#

'

S$#

'

/U#

'

SU#

'

b\#

和
98#

等(

ZA=

)

#由于其高效的碳

青霉烯酶活性和对抑制剂较强的抵抗能力#它对
)

A

内酰胺类抗

菌药物具有广泛的水解作用*

6

类酶为头孢菌素酶$

"K

F

6

酶&#可由染色体和质粒介导#且插入序列
US"M3E

的存在可增

强
"K

F

6

酶的表达(

%*

)

*

8

类酶又叫苯唑西林酶#包括
]̂"A

&'

'

]̂"A&(

'

]̂"A,Z

等(

%%

)

#是
)

A

内酰胺酶中最复杂多样的一

种酶#几乎对所有
)

A

内酰胺类抗菌药物高度耐药#能降低
"M

菌株外膜蛋白的表达(

%&

)

*本研究对
=Z

株
#87A"M

菌进行

]̂"A&'

'

]̂"A&(

'

U#$

'

LU#

'

BY#

'

S\L+

种基因检测#主要

检测出
]̂"A&'

'

BY#

'

U#$

和
LU#(

种基因阳性#其中
]̂"A

&'

和
BY#

基因的检出率都达到了
5%)(V

$

5*

株&#接近汤凤

珍等(

%'

)的报道*

U#$

和
LU#

基因的检出率分别为
(%)ZV

$

(%

株&和
,()%V

$

,'

株&#另外同时携带
'

种以上耐药基因的

#87A"M

也多达
&+

株以上*说明本地区耐药基因的携带以

]̂"A&'

和
BY#

为主#另外多种耐药基因的携带是
"M

多重

耐药的重要原因#这导致了
"M

对多种抗菌药物的耐药及各种

细菌之间耐药能力的进一步传播*

综上所述#本地区临床分离
#87A"M

耐药情况比较严重#

耐药基因的携带以
]̂"A&'

和
BY#

为主#多种耐药基因是

#87A"M

耐药的重要原因*及时了解医院
"M

的耐药性及耐

药基因携带情况#对于预防'监测并控制医院内
"M

感染和传

播具有重要意义*临床医务人员对
"M

感染患者应避免经验

性用药#尽量根据药敏试验结果合理使用抗菌药物*
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