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分析引起院内感染的碳青霉烯类耐药鲍曼不动杆菌"

45*,

$耐药基因及同源性&方法
!

收集
45*,C&

株!

采用琼脂稀释法检测最低抑菌浓度"

(U4

$#

245

检测主要的碳青霉烯酶基因!

245

产物进行
)7*

测序分析#肠杆菌科基因间重

复一致性序列聚合酶链反应"

/5U4+245

$对耐药菌株进行基因分型及同源性分析!质粒接合试验探讨耐药基因的可传递性&结

果
!

C&

株
45*,

仅对多黏菌素
,

"

!&&Y

$和头孢哌酮%舒巴坦保持良好的敏感性"

FH$FY

$!对其他药物均产生不同程度耐药#全

部菌株均检测出
\g*+"#

和
\g*+F!

基因#同源性分析显示!按
B&Y

的聚类相似系数可将
C&

株菌株分为
C

个型!

*!

型为主要流

行株"

!'

株$!且各科室存在交叉感染#质粒接合试验未获成功&结论
!

该院存在
45*,

的流行传播!其耐药机制主要与
\g*+"#

基因的表达有关#在合理使用抗菌药物的同时!应做好隔离及防护措施!尽量避免医院内交叉感染&

关键词"鲍曼不动杆菌#

!

碳青霉烯类#

!

医院内感染#

!

\g*+"#

基因#

!

同源性

!"#

!

!&$#'%'

"

I

$1::=$!%H#+C!#&$"&!%$!F$&"&

文献标识码"

*

文章编号"

!%H#+C!#&

"

"&!%

$

!F+"!&F+&#

:.')

9

%*%/.123

4

52-%*%&'.&

4

-.-%'.1+/,/)/

49

*../%/6/,*')*.0-6&*/./06'2('

7

-.-,52-%*%&'.&:6*.-&/('6&-2('3,'..**

)*+"#$(;'

!

#

7L3,-S%'

"

#

C")/05

=

$(

!

#

-K,-I%

&

'(

!

#

CL"I0(

2

!

$

!84$P/5$>%:'<01"('?%9@';

A

#

4$P/5$

#

7'0(

2

@$""!&&"

#

B/'(0

%

"8I%

H

09;G%(;5

E

B1'('<01C0D590;59

A

#

3

EE

'1'0;%:*5@

H

';015

E

4$P/5$>%:'<01"('?%9@';

A

#

4$P/5$

#

7'0(

2

@$""!&&"

#

B/'(0

&

:(%&2'6&

!

"(

;

-6&*8-

!

3-J=J>

S

X9;L9M<O

?

<9:1:;J=.9

?

9=9:J=ML-6->-

?S

1==-:-.-61J>1=P9.;1-=.JO:9MK

S

.J<KJ

0

9=96+<9:1:;J=;

*.1=9;-KJ.;9<KJO6J==11

$

45*,

&

$<-&+/1%

!

G-<;

S

:;<J1=:-P45*,R9<9.->>9.;9MJ=M;L961=16J>1=L1K1;-<

S

.-=.9=;<J;1-=

$

(U4

&

RJ:M9;9.;9MK

S

;L9J

?

J<M1>O;1-=69;L-M$3L96J1=.J<KJ

0

9=96J:9

?

9=9:R9<9M9;9.;9MK

S

245$3L9245

0

<-MO.;:R9<9

0

9<P-<69M

;L9)7*:9

T

O9=.1=

?

$3L99=;9<-KJ.;9<1J><9

0

9;1;1Q91=;9<

?

9=1..-=:9=:O:

$

/5U4

&

+

0

->

S

69<J:9.LJ1=<9J.;1-=

$

245

&

RJ:

0

9<P-<69M;-

J=J>

S

X9;L9

?

9=-;

S0

9:J=ML-6->-

?S

-P;L9:9:;<J1=:$3L9

0

>J:61M.-=

I

O

?

J;1-=9N

0

9<169=;RJ:.J<<19M-O;;-1=Q9:;1

?

J;9;L9;<J=:+

61::1-=-P<9:1:;J=;

?

9=9:$=-%3)&%

!

G-<;

S

:;<J1=:-P45*,6J1=;J1=9M;L9

?

--M:9=:1;1Q1;

S

-=>

S

;-

0

->

S

6

S

N1=,

$

!&&Y

&

J=M.9P+

-

0

9<JX-=9

"

:O>KJ.;J6

$

FH$FY

&

$*>>-P;L96LJMM1PP9<9=;M9

?

<99:-P<9:1:;J=.9;--;L9<M<O

?

:$3L9\g*+"#J=M\g*+F!

?

9=9:R9<9

M9;9.;9MK

S

245J6

0

>1P19M1=J>>-P;L945*,:;<J1=:$3L9L-6->-

?S

J=J>

S

:1::L-R9M;LJ;;L9:;<J1=:.-O>MK9M1Q1M9M1=;-C;

S0

9:

J..-<M1=

?

;-B&Y-P.>O:;9<:161>J<1;

S

.-9PP1.19=;

#

;L9;

S0

9*!

$

!':;<J1=:

&

RJ:;L96J

I

-<9

0

1M961.:;<J1=

#

6-<9-Q9<;L9QJ<1-O:M9+

0

J<;69=;:LJM.<-::1=P9.;1-=

%

;L9

0

>J:61M.-=

I

O

?

J;1-=9N

0

9<169=;PJ1>9M$>/.6)3%*/.

!

3L9<91:J=9=M961.:

0

<9JM-P45*,1=-O<

L-:

0

1;J>J=M1;:<9:1:;J=;69.LJ=1:61:6J1=>

S

<9>J;9MR1;L\g*+"#

?

9=99N

0

<9::1-=

%

1=;L9<J;1-=J>J=;1K1-;1.:O:9J;;L9:J69;169

#

;L91:->J;1-=J=M

0

<9Q9=;1-=69J:O<9::L-O>MK9M-=9R9>>P-<JQ-1M1=

?

;L9L-:

0

1;J>.<-::1=P9.;1-=$

?-

9

@/21%

!

*.1=9;-KJ.;9<KJO6J==11

%

!

.J<KJ

0

9=96

%

!

=-:-.-61J>1=P9.;1-=

%

!

\g*+"#

?

9=9

%

!

L-6->-

?S

!!

"&!"

年以来#徐州医科大学附属医院临床分离的鲍曼不

动杆菌耐药性不断上升#特别是对碳青霉烯类药物耐药现象逐

渐加重#部分菌株呈现出多重耐药甚至泛耐药现象#给临床治

疗带来极大的困扰'近期#临床微生物室所分离出的鲍曼不动

杆菌的药敏谱极度相似#耐药菌株主要来源于重症监护病房

$

U4Z

&#并存在院内多个科室的交叉感染现象#怀疑这些菌株

为同一克隆株'本研究拟对临床分离的
C&

株碳青霉烯类耐药

鲍曼不动杆菌$

45*,

&的耐药基因及同源性进行分析#以期了

解该院
45*,

的耐药基因携带状况以及是否存在克隆流行#

为临床控制耐药菌株的产生和播散提供参考'

A

!

材料与方法

A$A

!

菌株来源
!

C&

株
45*,

为
"&!C

年
%

"

!&

月临床分离的

非重复菌株#筛选标准为对亚胺培南和$或&美罗培南的最小抑

菌浓度$

(U4

&

'

C6

?

"

A

'所有分离菌株经美国
,)

公司
2L-9+

=1N+!&&

全自动细菌鉴定药敏分析仪鉴定'质控菌株为大肠埃

希菌$

*344"F'""

&和铜绿假单胞菌$

*344"HBF#

&#购自原卫

生部临床检验中心#接合试验受体菌为
/$.->1%&&

$利福平耐

药&#由北京武警总医院胡红焱老师惠赠'

A$B

!

主要仪器与试剂
!

2L-9=1N+!&&

全自动细菌鉴定药敏分

析仪$美国
,)

公司&#

245

扩增仪
*,U"H"&

$美国
*,U

公司&#

)ee+B4

型电泳仪$北京六一仪器厂&#

,1-:L1=9D9>g!BF&

凝胶

成像分析系统$上海欧翔科学仪器公司&#

245 (J:;9<(1N

试

剂盒$北京百泰克公司&#

(+@

琼脂$英国
\N-1M

公司&%用于

(U4

试验的药物!氨苄西林"舒巴坦+哌拉西林"他唑巴坦$珠

海联邦公司&+头孢他啶$海南海灵公司&+环丙沙星$广州南新

公司&+亚胺培南$默沙东公司&+美罗培南$深圳海滨公司&+庆

大霉素$辰欣药业公司&+阿米卡星$齐鲁制药公司&+头孢吡肟

$深圳立健公司&+头孢曲松$台湾泛生公司&'

A$C

!

药敏试验
!

分离菌株经美国
,)

公司
2L-9=1N+!&&

全自

动细菌鉴定药敏分析仪检测后#采用琼脂稀释法检测抗菌药物

(U4

值#具体参照美国临床和实验室标准协会$

4AEU

&推荐的

方法执行)
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A$D

!

碳青霉烯酶基因检测
!

煮沸法提取细菌
)7*

'

245

扩

增
B

种碳青霉烯酶基因#目的基因引物序列和片段长度见表

!

'引物参照文献)

"

*设计#由上海捷瑞生物公司合成'反应体

系共
F&

$

A

#包括
"]245(J:;9<(1N"F

$

A

#

!&

$

6->

"

A

的上+

下游引物各
#

$

A

#灭菌双蒸水
!C

$

A

#

)7*

模板液
F

$

A

'反应

参数!

'C[

预变性
F61=

%

'C[CF:

#

FF[CF:

#

H"[%&:

#经

#F

个循环#最后一个循环
H"[

延长至
H61=

'产物经
!$FY

的

琼脂糖凝胶电泳后#用凝胶成像分析系统进行分析#阳性条带

送上海捷瑞公司测序'

表
!

!!

目的基因
245

引物序列

目的基因 引物序列$

Fa

至
#a

& 大小$

K

0

&

2̀4 2!

!

3D34*43D3*34D44D34 BB"

2"

!

434*D3D4343*4*D****44

U(2 2!

!

43*44D4*D4*D*D34333D FBH

2"

!

**44*D3333D4433*44*3

WU( 2!

!

*D3DD3D*D3*344D*4*D %##

2"

!

*3D***D3D4D3DD*D*4

7)(+! 2!

!

*3DD**33D444**3*33*3D4*444D B!#

2"

!

34*D4D4*D433D34DD44*3D4D

\g*+"# 2!

!

*3D**3***3*3333*433D43*3D3D B""

2"

!

33***3**3*334*D43D3333**3D*

\g*+"C 2!

!

4**D*D433D4**D*4DD*43 C"&

2"

!

344**D*333343*D45*433*3*

\g*+F! 2!

!

3**3D4333D*34DD4433D #F#

2"

!

3DD*33D4*4334*3433DD

\g*+FB 2!

!

34D*34*D**3D334**D4D4 F#&

2"

!

*4D*33434444343D4D4

A$E

!

染色体
)7*

同源性分析
!

重复一致性序列聚合酶链反

应$

/5U4+245

&分析耐药菌株同源性#参考文献)

#

*#扩增条件!

'C[

预变性
F61=

#

'C[CF:

#

C&[!61=

#

%F[B61=

#

#&

个

循环#最后一个循环
%F[!%61=

#产物经
!$FY

的琼脂糖电泳

后#用凝胶成像分析仪成像分析'

A$I

!

同源性的判断
!

根据电泳指纹图谱进行菌株同源性分

析#将每个条带转换成二进制数据#/

!

0代表有#/

&

0代表无'利

用
73EeE

软件#采用非加权组平均法$

Z2D(*

&进行聚类分

析并构建树状图'判断标准!聚类相似系数
%

B&Y

者为同一型

别#若条带大小和位置不同者为同一型别不同亚型%

$

B&Y

者

为不同型别'

A$J

!

质粒接合试验
!

挑取供+受体菌单个菌落接种于
"6A

新鲜
A,

肉汤中#

#H[

振荡培养
CL

#各吸取供+受体菌菌液
&$F

6A

加到
!$F6AZ

型管中#

#H[

静置培养
CL

#吸取混合菌液

!&&

$

A

均匀涂布于含美罗培南$

!6

?

"

A

&和利福平$

!"B6

?

"

A

&的
(+@

平板#

#H[

培养
!CL

#对生长出的菌落进行生化鉴

定和药敏试验'

B

!

结
!!

果

B$A

!

药敏试验
!

C&

株
45*,

仅对多黏菌素
,

$

!&&Y

&和头孢

哌酮"舒巴坦$

FH$FY

&保持较好的敏感性#对碳青霉烯类抗菌

药物耐药的菌株#绝大多数对其他抗菌药物也耐药'药敏结果

见表
"

'

B$B

!

耐药基因检测
!

C&

株
45*,

全部扩增出
\g*+"#

+

\g*+F!

基因#未扩增出其他基因'随机选择
245

阳性产物

进行测序#测序结果经
,A*E3

比对#

\g*+"#

+

\g*+F!

与

D9=,J=d

相关基因同源性均为
!&&Y

'见图
!

'

表
"

!!

C&

株
45*,

药敏试验结果$

6

?

#

A

%

抗生素
(U4

F&

(U4

'&

耐药率$

Y

&

(U4

范围

头孢吡肟
%C !"B !&& #"

"

F!"

哌拉西林"他唑巴坦
"F% "F% !&& !"B

"

F!"

头孢哌酮"舒巴坦
#"

"

!% !"B

"

%C C"$F B

"

C

"

!"B

"

%C

氨苄西林"舒巴坦
%C

"

#" "F%

"

!"B !&& !%

"

B

"

"F%

"

!"B

庆大霉素
!"B "F% !&& #"

"

"F%

阿米卡星
#" %C B& #"

"

%C

环丙沙星
!"B F!" !&& %C

"

F!"

亚胺培南
#" !"B !&& #"

"

"F%

美罗培南
%C "F% !&& #"

"

"F%

多黏菌素
, &$F &$F & &$F

"

!

!!

注!

!

"

#

为
\g*+F!

基因%

C

"

%

为
\g*+"#

基因%

(

为
)7*

分子

标志物'

图
!

!!

\g*+F!

&

\g*+"#

基因
245

产物电泳结果

(
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B$C

!

染色体
)7*

同源性分析结果
!

/5U4+245

同源性分析

显示#按照
B&Y

的聚类相似系数#

C&

株
45*,

可分为
*

+

,

+

4

+

)C

型#除
)

型外#

*

+

,

+

4

型中均包含不同亚型#其中
*!

型为

主要流行株#共
!'

株#且存在
U4Z

+神经内科+神经外科+呼吸

内科+内分泌科等多个科室#有交叉感染现象'

C&

株
45*,

主

要分离自痰液标本#

U4Z

病区存在多种克隆菌株的混合感染#

成为医院内感染的主要科室'

B$D

!

质粒接合试验结果
!

将
\g*+"#

阳性菌株进行质粒接合

试验#结果美罗培南和利福平的双抗平板均未见菌落生长#显

示本组检测出的
\g*+"#

基因不能通过质粒接合转移给受

体菌'

C

!

讨
!!

论

!!

碳青霉烯酶耐药鲍曼不动杆菌克隆株的传播是造成中国

医院感染鲍曼不动杆菌增加的重要原因)

C

*

'据该院微生物室

统计资料显示#

"&!#

年鲍曼不动杆菌对碳青霉烯类抗菌药物

的耐药率达到近
H&Y

#且耐药菌株临床分离率不断上升'本

研究分离的
C&

株
45*,

中绝大多数分离自
U4Z

患者的痰液

标本#这说明
45*,

主要引起呼吸系统感染#这可能与
U4Z

患

者疾病严重#免疫力低下#长期使用广谱抗生素及接受各种机

械治疗#进而发生感染概率增加有关'药敏结果显示#本组

45*,

的药敏谱极度相似#仅对多黏菌素
,

和头孢哌酮"舒巴

坦有较好的敏感性#其在对碳青霉烯类抗生素耐药的同时#对

其他类抗生素也存在高水平耐药#从而呈现出多重耐药甚至泛

耐药现象'因此#探究其耐药机制对于指导临床合理用药+控

制由耐药菌株播散引起的院内感染有重要意义'

产碳青霉烯酶是革兰阴性杆菌对碳青霉烯类抗菌药物耐

药的主要机制'在鲍曼不动杆菌中#碳青霉烯酶主要是
,

类

酶$金属酶&和
)

类酶$苯唑西林酶&

)

F+B

*

'本研究
C&

株
45*,

经
245

检测全部扩增出
\g*+F!

和
\g*+"#

两种
)

类碳青霉

烯酶基因#未发现
,

类碳青霉烯酶基因'

\g*+F!

基因被认为

是鲍曼不动杆菌染色体携带的天然基因)

'

*

'因此#该院鲍曼不

动杆菌耐碳青霉烯类抗菌药物机制主要由
\g*+"#

基因表达

碳青霉烯酶所致'本研究
45*,

中
\g*+"#

基因的检出率为

!&&Y

#高于国内其他研究的报道)

!&+!!

*

#说明不同地区不同医

院耐药基因的检出率存在一定的差别#这可能与各地区各医院

的用药习惯以及抗生素使用的监控程度不同有关'

/5U4+

245

同源性分析显示#

C&

株
45*,

可分为
*

+

,

+

4

+

)C

型#

*

+

,

+

4

均出现亚型#

)

型为散在流行株'其中
*!

型克隆株达
!'

株#来源于
U4Z

+呼吸内科等多个科室#说明其在该院存在多个

科室的交叉感染'选取携带
\g*+"#

基因的耐药菌株进行质

粒接合试验#阴性结果未能证明该基因可通过接合性质粒进行

传播#分析其可能并非定位于接合性质粒上#引起的传播流行

可能是耐药菌株的传播而非耐药基因的传播'

研究表明该院存在
45*,

流行株的院内交叉感染#其耐

药机制主要为产
\g*+"#

型碳青霉烯酶'控制和防止
45*,

在院内交叉感染甚至暴发流行#需要医院感染管理部门+临床

医生和临床微生物工作者的共同努力#除了合理使用抗生素之

外#做好隔离及防护措施#建立健全临床分离菌株的耐药性监

测亦是必不可少的重要举措'
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