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鲍曼不动杆菌是非发酵的革兰阴性杆菌%黏附力

极强%可通过医务人员或器械传播%是引起医院内感

染重要的条件致病菌%其主要引起患有重症-免疫缺

陷疾病或严重基础疾病的患者感染%如呼吸相关性肺
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炎-尿路感染-菌血症-手术部位感染及较少出现的中

枢神经系统感染等(有报道显示重症监护室#

(5e

$患

者中检出的鲍曼不动杆菌
/0.6V

为定植菌%

16.+V

为

非定植菌%感染患者中
/-.7V

为血流感染&

+

'

(近年来

国内外多重耐药鲍曼不动杆菌及泛耐药的鲍曼不动

杆菌引起的血流感染报道不断增加&

,21

'

(根据中国细

菌耐药监测网#

5!(3]$

$报告%

,006

年鲍曼不动杆菌

对亚胺培南的耐药率为
/0.0V

%

,0+-

年已升至

=,.7V

&

/2=

'

(鲍曼不动杆菌耐药机制十分复杂%其中

水解碳青霉烯酶的
&

2

内酰胺酶#

)

类
*̂ 4

型碳青霉

烯酶$是导致该菌耐碳青霉烯类抗菌药物的主要原因

之一(

鲍曼不动杆菌具有强大生存力%使其在保持遗传

性的同时发生高频率的变异%从而表现出多重耐药和

泛耐药(菌株分子流行病学研究对于院内感染暴发

的流行病学调查%特别是对传染源和传播途径的追踪

具有非常重要意义(本文拟采用耐药表型-耐药基因

型及菌株同源性研究分析引起患者血流感染鲍曼不

动杆菌的分子流行病学特征(

E

"

资料与方法

E.E

"

一般资料
"

收集本院
,0+/

年
+

月至
,0+=

年

=

月共
+1

例
(5e

血流感染住院患者不同部位的鲍曼

不动杆菌共
-7

株#已剔除重复株$%其中
+,

例患者来

自
(5e

%共
--

株菌*

+

例来自心外科共
-

株%

+

例来自

神经外科共
,

株(细菌的分离培养按照+全国临床检

验操作规程,#第
-

版$进行(同时收集因鲍曼不动杆

菌引起血流感染的
+1

例住院患者人口学资料-基础

疾病-抗菌药物使用情况-入院后的治疗转归-细菌培

养结果等(

E.F

"

仪器与试剂
"

法国梅里埃公司
#($]W2,

微生

物自动鉴定和药敏仪*美国应用生物系统公司聚合酶

链式反应#
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$扩增仪*美国伯乐公司电泳仪及紫外

凝胶成像分析系统(成都精博生物技术有限公司提

供
,c$E

_

958SE<D&%S?M

溶液*宝生物技术公司提

供
)34HELL&%

及其他分子生物学试剂*英俊生物工

程#上海$有限公司合成引物(

E.G

"

方法

E.G.E

"

菌种鉴定
"

水煮裂解法提取细菌基因组

)34

%
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反应体系总体积为
,/

!

R

%

,c$E

_

958

SE<D&%S?M+,./

!

R

%模板
+

!

R

%引物
+

各
+

!

R

%上游

引物
/a254$$4$545\\$44$$4\$\2-a

*下

游引物
/a24\4\545$\$\545$$44\2-a

%扩

增鲍曼不动杆菌的
+=Z834

基因的间隔区域%片段

长为
,07P

N

*引物
,

各
0./

!

R

%上游引物
/a255$

\44 $5$ $5$ \\$ 444 452-a

*下游引物
/a2

\$$$5$\\\5$\5544454$$452-a

%扩增

不动杆菌属的高度保守序列%片段长为
1,/P

N

%最后

双蒸水#

LL!

,

*

$补至
,/

!

R

(反应参数均为
61`

%预

变性
/:?@

%然后进入循环!耐药基因检测为
61 `

-0<

%

//`-0<

%

A,`-0<

%共
-0

个循环%菌种鉴定则

为
61`-0<

%

//`-0<

%

A,`-0<

%共
-0

个循环%最

后均进入
A,`A:?@

延伸阶段(最后取
958

产物
/

!

R

于含
0./

!

'

"

:R

溴化乙锭#

]"

$的
,V

的琼脂糖凝

胶电泳%经紫外凝胶成像后分析(

E.G.F

"

菌种鉴定耐药基因检测
"

多重
958

同时扩

增
*̂ 42,-

-

*̂ 42/+

-

*̂ 42,1

-

*̂ 42/7*̂ 4

型碳青

霉烯酶耐药基因%引物序列见表
+

(检测体系总体积

为
,/

!

R

%其中
,c$E

_

SE<D&%S?M+,./

!

R

%模板
+

!

R

%上下引物各
+

!

R

%最后
LL!

,

*

补至
,/

!

R

%反应

参数同菌种鉴定(

(Z4PE+

与
*̂ 42,-

连锁扩增循环

在耐药基因检测基础上延伸至
-/

个(最后取
958

产物
/

!

R

于含
0./

!

'

"

:R]"

的
,V

的琼脂糖凝胶电

泳%经紫外凝胶成像后分析(

表
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靶基因
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引物序列及终产物长度

靶基因 引物序列 #

/a

*

-a

$ 终产物长度#
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*̂ 42,-

上游引物!

\4$5\\4$$\\4\44554\4

下游引物!

4$$$5$\455\54$$$554$

/0+

*̂ 42/+

上游引物!

$44$\5$$$\4$5\\55$$\

下游引物!

$\\4$$\545$$54$5$$\\

-/-

*̂ 42,1

上游引物!

\\$$4\$$\\55555$$444

下游引物!

4\$$\4\5\4444\\\\4$$

,16

*̂ 42/7

上游引物!

44\$4$$\\\\5$$\$\5$\

下游引物!

5555$5$\5\5$5$454$45

/66

(Z4PEH

上游引物!

54$4$\444\$4$$45\$\$$$$4\$\

下游引物!

\\$455$$4554\$4\44\$$$45455

A1+

E.G.G

"

菌株遗传同源性分析
"

进行
A

种看家基因
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N
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-
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$扩增%

958

反应总体系均为
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958SE<2
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LL!

,

*

补至
/0

!

R

(反应参数为
61`

预变性
,:?@

%

然后进入循环!

61`+:?@

%

//`+:?@

%

A,`,:?@

%

共
-0

个循环%最后进入
A,`,:?@

延伸阶段(产物

经
,V

琼脂糖凝胶电泳%经紫外凝胶后成像分析(产

物测序由上海英俊生物技术有限公司完成(结果与

多位点序列分型#

SRZ$

$数据库#

FDD

N

<

!""

N

JP:H<D.

B%

'

"

EPEJ:E@@??

"$中基因序列进行对比分析并确定菌

株基因型%采用
&"e8Z$

分析软件#

FDD

N

!""

&PJ%<D.

:H<D.@&D

"$分析菌株亲缘性并将
Z$<

归类为克隆复

合体#

55

$%

A

个位点中
&

=

个位点相同定义为遗传相

关克隆(

F

"

结
""

果

F.E

"

患者一般资料比较
"

+1

例鲍曼不动杆菌血流感

染患者中男
6

例#

=1.-V

$%女
/

例#

-/.AV

$(年龄

,6

"

61

岁%

=/

岁以上有
/

例#

-/.AV

$(从基础疾病

情况 看%血 流 感 染 患 者 中 呼 吸 系 统 疾 病
1

例

#

,7.=V

$%脑部疾病
,

例#

+1.-V

$%腹部疾病
/

例

#

-/.AV

$*外伤
,

例#

+1.-V

$%其他部位感染
+

例

#

A.+V

$(

A

例患者同时合并有
+

"

,

种基础疾病(依

据病史结合微生物培养结果及预后等资料分析%

+1

例

均可确定为鲍曼不动杆菌相关的血流感染(同时%伴有

呼吸道感染者
6

例#

=1.-V

$%多部位感染者
7

例#

/A.

+V

$(所有患者均进行了
-

种或者
-

种以上抗菌治疗%

共有
1

例#

,7.=V

$死亡%

/

例#

-/.AV

$因病危放弃治疗

自动离院(

F.F

"

细菌常见药物敏感性结果
"

-7

株鲍曼不动杆菌

均为多重耐药株%常见药物敏感性结果见表
,

(鲍曼

不动杆菌对头孢哌篈"舒巴他钠耐药率为
-+./7V

%对

其他抗菌药物耐药率均超过
/0.00V

(鲍曼不动杆菌

对亚胺培南-氨曲南-头孢他啶-环丙沙星-头孢噻肟-

头孢呋辛-头孢吡肟-头孢曲松-头孢替坦-头孢唑肟-

头孢曲松-氨苄西林耐药率均为
+00.00V

(

F.G

"

菌种鉴定及
)

类碳青霉烯酶基因及
(Z4PEH

基

因扩增结果
"

-7

株菌均扩增出
,

条条带%确定为鲍曼

不动杆菌%见图
+

(均检测到
*̂ 42,-2H?f&

-

*̂ 42/+2

H?f&

基因及
(Z4PEH

序列%且
*̂ 42,-2H?f&

基因与

(Z4PEH

序列相关%未检测出
*̂ 42,12H?f&

%

*̂ 42/72

H?f&

%见图
,

(

F.H

"

菌株同源性分析
"

SRZ$

分型显示
-7

株鲍曼

不动杆菌主要由
Z$+6/

型#

,+

株%占
//.-V

$-

Z$@2,

型#

=

株%占
+/.7V

$及
Z$@2-

型#

1

株%占
+0./V

$构

成%其余为
Z$A/

型#

-

株%占
A.6V

$%

Z$-=7

型#

,

株%

占
/.-V

$%

Z$6,

型#

+

株%占
,.=V

$和
Z$@2+

型#

+

株%占
,.=V

$%

A

个看家基因电泳扩增结果见图
-

(

+1

例患者中%

(5e

病房
7

例患者分离到
Z$+6/

型#占

==.AV

$%

1

例患者分离到
Z$@2,

型#占
--.-V

$*比对

&"e8Z$

分 析%有
--

株 #

Z$+6/

-

Z$@2+

-

Z$@2,

-

Z$A/

-

Z$-=7

$为克隆
556,

%占
7=.7V

(

表
,

""

鲍曼不动杆菌对
,1

种抗菌药物敏感性结果&

V

'

抗菌药物 耐药率 抗菌药物 耐药率

庆大霉素
7=.71

复方磺胺甲恶唑
/,.=-

哌拉西林"他唑巴坦
7+./7

左旋氧氟沙星
/,.=-

妥布霉素
A7.61

头孢哌篈钠舒巴坦
-+./7

美罗培南
A7.61

米诺环素
,7.6/

氨苄西林"舒巴坦
A+.0/

替加环素
+7.1,

阿米卡星
=0./-

多黏菌素
" ,.=-

""

注!

+

"

1

为扩增产物泳道*

S

为
)34

标志物

图
+

""

鲍曼不动杆菌菌株鉴定电泳结果

""

注!

+

"

/

为扩增产物泳道*

S

表示
)34

标志物*

E

!

*̂ 42,-2H?f&

-

*̂ 42/+2H?f&

基因扩增结果*

P

!

(Z4PEH

基因扩增结果*

G

!

(Z4PE+

与
*̂ 42,-

连

锁扩增结果

图
,

""

)

类碳青霉烯酶基因及
(Z4PEH

基因扩增结果
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注!

+
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为扩增产物泳道*

S

表示
)34

标志物(

E

!

\9(

基因扩增结果*

P

!

%

N

B)

基因扩增结果*

G

!

%&G4

基因扩增结果%

L

!

'K

%"

基因扩增结果*

&

!

'

H

K

4

基因扩增结果*

I

!

G

N

@=0

基因扩增结果*

'

!

'

LF"

基因扩增结果

图
-

""

A

种看家基因电泳扩增结果

G

"

讨
""

论

""

鲍曼不动杆菌已成为医院感染的主要病原菌%其

耐药机制主要有产生
&

内酰胺酶%外排泵激活%外膜

蛋白缺乏导致对
&

内酰胺类耐药%产生氨基糖苷类修

饰酶#

4S]

$或
+=Z%834

甲基化酶对氨基糖苷类耐

药%

'

%

K

4

和
N

E%5

基因点突变引起对喹诺酮类耐药及

产生苯唑西林酶#

*̂ 42,-

-

*̂ 42,1

"

10

等$%金属酶%

外排泵过度表达等引起碳青霉烯类耐药&

A27

'

(产

*̂ 4

型碳青霉烯酶是鲍曼不动杆菌对碳青霉烯类抗

菌药物耐药的最主要机制%

)

类
*̂ 4

型碳青霉烯酶

属丝氨酸蛋白酶%在一定范围内能够水解阿莫西林-

甲氧西林-苯唑西林等%但其对碳青霉烯的水解活性

较
"

类 低%主 要 包 括
*̂ 42,-2H?f&

-

*̂ 42,12H?f&

-

*̂ 42/+2H?f&

-

*̂ 42/72H?f&

和
*̂ 42+1-2H?f&

&

6

'

(而

*̂ 42/+2H?f&

组碳青霉烯酶为鲍曼不动杆菌固有基因

型&

+0

'

(本研究显示
-7

株鲍曼不动杆菌菌株均携带了

PHE*̂ 42,-2H?f&

%

PHE*̂ 42/+2H?f&

基因及插入序列

(Z4PEH

%且
*̂ 42,-2H?f&

与
(Z4PEH

关系密切(插入

序列
(Z4PEH

与
*̂ 4

类碳青霉烯酶编码基因的同源

重组及表达调控有关%

(Z4PEH

可以明显增强
*̂ 42,-

的表达%从而导致菌株对碳青霉烯类抗菌药物高度耐

药&

++

'

(研究结果显示%与
(Z4PEH

相关的
*̂ 42,-2H?f&

基因是介导鲍曼不动杆菌对亚胺培南耐药的碳青霉

烯酶基因型(药敏结果显示本院引起血流感染的鲍

曼不动杆菌耐药性较高%除对替加环素等少量抗菌药

物耐药率较低外%绝大多数抗菌药物耐药率均超过

A0V

%对亚胺培南耐药的菌株同时也为多重耐药菌

株(提示鲍曼不动杆菌感染的治疗常需
&

内酰胺与

舒巴坦复方制剂与替加环素等联合%从而有效抑制细

菌耐药性的增长&

7

'

(

本研究鲍曼不动杆菌引起血流感染的患者人群

中%男多于女%年龄分布
=/

岁以下患者多于
=/

岁以

上%与其他相关报道并不一致%可能与统计菌株较少

及患者来源有关&

+,

'

(鲍曼不动杆菌引起血流感染患

者有
+,

例#

7/.AV

$%均来自
(5e

%与国内外相关报道

相符&

,

%

+-

'

(这与
(5e

患者住院时间长%免疫功能低

下%具有严重原发疾病%留置导尿管及各种侵袭性操

作有关%且可能与合并基础疾病%长期大量使用抗菌

药物相关(

6

例患者从呼吸道分离出鲍曼不动杆菌%

可能与本院标本来源及
(5e

患者常进行气道切开或

使用呼吸机而造成鲍曼不动杆菌在呼吸道定植从而

进一步引起血流感染有关(本研究患者死亡
1

例%分

析其死因可发现
1

例患者鲍曼不动杆菌分离株均为

多重耐药菌株%且均存在严重的原发疾病%合并出现

脓毒血症引起多器官衰竭而死亡%与文献报道一

致&

+2,

'

(

SRZ$

分型显示
7=V

菌株为克隆
556,

%也是目

前全球主要流行克隆%提示存在鲍曼不动杆菌克隆播

散的可能%为鲍曼不动杆菌相关血流感染的医院感染

控制提供分子生物学依据(因此%在合理选用抗菌药

物治疗的同时也要预防鲍曼不动杆菌的感染%医护人

员在进行侵入性操作时应严格消毒%切断交叉感染途
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径%进而降低多重耐药鲍曼不动杆菌引起血流感染的

风险(
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