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要!目的
#

对哈尔滨地区临床分离的产超广谱
$

=

内酰胺酶"

<%7T,

$鲍曼不动杆菌流行情况及其耐药

基因进行研究!以指导临床抗感染治疗!预防和控制该地区耐药菌株的产生及传播%方法
#

收集哈尔滨地区临

床分离的鲍曼不动杆菌共
:;$

株%采用
Z=7

纸片扩散法测定
:;$

株鲍曼不动杆菌对
:"

种抗菌药物的耐药情

况!同时!筛选出产
<%7T,

的鲍曼不动杆菌菌株%采用聚合酶链反应"

V4G

$扩增主要的
<%7T,

编码基因!包括

V<G=:

&

%WU=:

&

(<.=:

&

U<7

&

4([=.

&

H[2=#!

基因型%通过
I/+7*+̀

进行基因型的序列比对分析%应用脉

冲场凝胶电泳分析产
<%7T,

的鲍曼不动杆菌菌株同源性%结果
#

:;$

株鲍曼不动杆菌中!对米诺环素&替加环

素&头孢哌酮*舒巴坦敏感率最高!分别为
;BA!b

&

;!A#b

&

BEADb

%耐药率高于
C$A$b

的抗菌药物为头孢他啶

和派拉西林!其余药物耐药率均高于
B$A$b

%

:;$

株鲍曼不动杆菌中筛选出产
<%7T,

菌株共
BD

株!检出率为

!$ABb

%

V4G

分析结果显示!

V<G=:

基因型
#E

株!

(<.=:

基因型
#!

株!

%WU=:

基因型
:

株!

H[2=#!

基因型

#"

株!其中
!CA$b

同时携带
V<G

&

(<.

&

H[2=#!!

种基因型%其余基因型检测结果为阴性%脉冲场凝胶电泳

"

VYI<

$结果显示!

BD

株产
<%7T,

鲍曼不动杆菌通过
VYI<

分型分为
2

&

7

&

4

&

L

&

<

型%来自哈尔滨市第一医

院的
!;

株产
<%7T,

鲍曼不动杆菌菌株分为
2

&

7

&

4

型!以
2

型为主!为
!B

株!其中
2:

亚型有
#C

株!

2#

亚型

有
B

株!

2!

亚型有
!

株#

7

型有
!

株#

4

型有
:

株%哈尔滨医科大学附属第四医院的
:;

株产
<%7T,

鲍曼不动杆

菌中!

B

株与哈尔滨市第一医院
2:

条带一致#

:#

株为
L

型!其中
L:

亚型
;

株!

L#

亚型
!

株#

#

株为
<

型%

结论
#

哈尔滨地区鲍曼不动杆菌耐药情况严重%鲍曼不动杆菌菌株产
<%7T,

酶是耐
$

=

内酰胺类抗菌药物的主

要原因%哈尔滨地区鲍曼不动杆菌流行株存在医院之间交叉感染现象%
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鲍曼不动杆菌是引起院内感染的重要条件致病

菌)

:

*

!可导致呼吸道感染"败血症"泌尿系感染"脑膜

炎"腹膜炎等)

#=B

*

#近年来!随着抗菌药物的广泛应用

和不合理使用!鲍曼不动杆菌对几乎各类化学结构的

临床常用抗菌药物呈现高度的天然固有耐药性和获

得性耐药性!多重耐药的鲍曼不动杆菌已成为医院感

染的重要病原菌)

E

*

#鲍曼不动杆菌耐药机制非常复

杂!其中产超广谱
$

=

内酰胺酶&

<%7T,

'是主要耐药机

制之一)

C

*

#产
<%7T,

可导致对青霉素类"

:

"

!

代头

孢菌素"单环酰胺类药物耐药!部分还可水解第
"

代

头孢菌素!给临床抗感染治疗带来了严峻挑战)

D

*

#因

此!本研究探讨哈尔滨地区的产
<%7T,

鲍曼不动杆

菌流行情况及基因型!旨在控制其传播并为该类抗菌

药物的合理使用提供参考#

<

#

材料与方法

<A<

#

材料

<A<A<

#

菌株来源
#

收集
#$:C

年
"aC

月哈尔滨地区

#

家综合性三甲医院&哈尔滨市第一医院和哈尔滨医

科大学附属第四医院'临床分离的鲍曼不动杆菌共

:;$

株#标本来自血液"痰液"肺泡灌洗液"分泌物等!

剔除同一患者同一部位重复分离菌株#采用
U9(<Z=

#

细菌鉴定分析仪进行鉴定#

<A<A=

#

主要试剂
#

药敏纸片(氨苄西林+舒巴坦"头

孢他啶"头孢吡肟"哌拉西林"哌拉西林+他唑巴坦"头

孢哌酮+舒巴坦"阿米卡星"环丙沙星"亚胺培南"美罗

培南"米诺环素"替加环素"复方磺胺甲唑"庆大霉

素均购自英国
HR'60

公司#血琼脂培养基"

.W

培养

基均购自郑州安图生物有限公司!聚合酶链反应

&

V4G

'试剂盒购自
(*̀*)*

大连宝生物工程有限公

司!引物由上海生物工程公司合成#脉冲场级琼脂糖

购自美国
7'6=G*0

公司!溴乙锭购自上海
%*+

O

6+

公

司!

V.%Y

购自
./)̀

公司#

<A=

#

方法

<A=A<

#

药敏试验及
<%7T,

菌株筛选
#

采用
Z=7

纸

片扩散法测定鲍曼不动杆菌对以上
:"

种抗菌药物的

敏感性及进行
<%7T,

菌株筛选#质控菌株为大肠埃

,
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国际检验医学杂志
#$:;

年
!

月第
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卷第
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#
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A

哈尔滨地区产
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鲍曼不动杆菌流行病学和耐药基因研究)
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A

国际检验医学杂志!
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!
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B

'(
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希菌
2(44#B;##

和铜绿假单胞菌
2(44#CDB!

!购自

国家卫生健康委员会临床检验中心#结果参照美国

临床实验室标准化委员会&

4T%T

'

#$:C

年版标准进行

判读#

<A=A=

#

基因检测
#

采用
V4G

法扩增主要的
<%7T,

编码基因!包括
V<G=:

"

%WU=:

"

(<.=:

"

U<7

"

4([=

.

"

H[2=#!

基因型#引物设计参考文献报道)

;

*

!反应

总体积为
#BA$

#

T

!包括
$A#

#

T(*

@

酶
BX

+

#

T

!含

.

O

4-

#

的
#AB

#

T:$i

缓冲液!

#AB

#

T0S(V

!上下游

引物各
:A$

#

T

!

!A$

#

TLS2

模板!

:"AD

#

T00W

#

H

#

扩增产物用
#b

琼脂糖凝胶电泳#

V4G

产物测序由

上海生工有限公司完成#测序结果在
I/+7*+̀

网上

进行序列比对#

<A=A>

#

脉冲场凝胶电泳&

VYI<

'分析菌株同源性

<A=A>A<

#

制备染色体
LS2

#

将菌株配至
"

麦氏浓

度菌悬液!取
#3T

菌悬液
:#$$$)

+

3'+

离心
#3'+

!

弃上清!取
!$$

#

T

细菌悬浊液于
:AB3T/

JJ

/+06)P

管中!平衡至
B$d

.加入
B$d

等体积
#b 4-/*+=&>8

琼脂糖凝胶!充分混匀并迅速灌注模具!

"d

冰箱中凝

固
#$3'+

#将胶块置于离心管中!加入溶菌酶液!

!Cd

水浴箱孵育
#5

!吸出溶菌酶液!无菌水清洗胶

块
#

次!然后加入蛋白酶
Z

液&终浓度
$AD3

O

+

3T

'!

B$d

水浴箱中孵育
#"5

#清洗胶块!吸掉蛋白酶
Z

液!加
:i(<

缓冲液
:3T

!室温下轻轻振荡
!$3'+

#

吸出清洗液!加入
:3T

酶终止液&

V.%Y

!浓度为
:

336-

+

T

'灭活剩余的蛋白酶
Z

!室温下轻轻振荡
!$

3'+

#再加
(<

液重复清洗
!

次!每次
!$3'+

!

"d

保

存备用#

<A=A>A=

#

细菌
LS2

限制性酶切
#

加入
"$X

限制性

内切酶
2

J

*

'

"

:$i

内切酶切缓冲液"

$A:b

牛血清白

蛋白&

7%2

'

:#

#

T

!加入去离子水至
:#$3T

!

!Cd

水

浴箱中孵育过夜#

<A=A>A>

#

加样和电泳
#

用
$ABi(7<

缓冲液配制

:b

的
VYI<

级琼脂糖胶!在电泳槽中加入
#T(7<

缓冲液!将消化好的细菌胶块小心放入梳孔中!在空

隙处加入融化的琼脂糖凝胶进行密封#电泳条件为

:"d

!电场强度
EU

+

&3

!脉冲角
:#$

度!脉冲时间
:B

,

!电泳时间
#$5

#电泳结束后!用
$A#B3

O

+

T

的
<7

染色液染色
!$3'+

!蒸馏水清洗
!$3'+

!最后对结果

进行图像采集#

<A=A>A?

#

VYI<

结果判定
#

VYI<

分子分型依据美

国疾病控制和预防中心&

4L4

'

(<SHU<G

等)

;

*推荐

的方法判读#图谱完全相同的定义为一个型!彼此之

间相差一个带的定为同一型的不同亚型!相差
#

"

!

个带的认为亲缘关系密切!相差
"

"

E

个带的认为可

能相关!条带相差
C

个及以上的认为无亲缘关系#并

随机选择不同的字母如
2

"

7

"

4

"

L

等的字母顺序

分型#

<A>

#

统计学处理
#

采用
\WHS<(BAE

软件统计!应

用
%V%%:CA$

统计软件进行数据分析!计数资料以例

数和率表示!组间率的比较采用
!

# 检验!

F

%

$A$B

表

示差异有统计学意义#

=

#

结
##

果

=A<

#

鲍曼不动杆菌的耐药性分析
#

:;$

株鲍曼不动

杆菌中!对米诺环素"替加环素"头孢哌酮+舒巴坦敏

感率最高!分别为
;BA!b

"

;!A#b

"

BEADb

#耐药率高

于
C$A$b

的抗菌药物为头孢他啶和派拉西林!其余药

物耐药率均高于
B$A$b

#见表
:

#

表
:

##

:;$

株鲍曼不动杆菌对
:"

种抗菌药的药敏结果%

b

&

抗菌药物 耐药率 中介率 敏感率

氨苄西林+舒巴坦
B$AB DA" ":A:

头孢他啶
C$AD CA: ##A:

亚胺培南
B:AE ::AE !EAD

美罗培南
B$A$ !A# "EAD

环丙沙星
ECA" $AB !#A:

头孢吡肟
B;AB "A# !EA!

哌拉西林+他唑巴坦
E!AC !A: !!A#

庆大霉素
E:AE :CA! #:A:

头孢哌酮+舒巴坦
#!A# #$A$ BEAD

复方磺胺甲唑
BBA! $A$ ""AC

阿米卡星
B#AE :A: "EA!

米诺环素
#AE #A: ;BA!

替加环素
EAD $A$ ;!A#

哌拉西林
C:A# EAB ##A!

=A=

#

产
<%7T,

鲍曼不动杆菌的基因型
#

:;$

株鲍曼

不动杆菌中筛选出产
<%7T,

菌株共
BD

株!检出率为

!$ABb

!

V4G

分析结果显示
V<G=:

基因型
#E

株!

(<.=:

基因型
#!

株!

%WU=:

基因型
:

株!

H[2=#!

基因型
#"

株!其中
!CA$b

同时携带
V<G=:

"

(<.=:

"

H[2=#!

这
!

种基因型#其余基因型检测结果为

阴性#

=A>

#

VYI<

同源性分析
#

通过分析
VYI<

电泳图

谱!

BD

株产
<%7T,

鲍曼不动杆菌主要分为
B

型!分别

用
2

"

7

"

4

"

L

"

<

表示!来自哈尔滨市第一医院的
!;

株

产
<%7T,

鲍曼不动杆菌菌株分为
2

"

7

"

4

型!以
2

型

为主!为
!B

株!其中
2:

亚型有
#C

株!

2#

亚型有
B

株!

2!

亚型有
!

株.

7

型有
!

株.

4

型有
:

株#哈尔滨

医科大学附属第四医院的
:;

株产
<%7T,

鲍曼不动杆

菌中!

B

株与哈尔滨市第一医院
2:

条带一致.

:#

株为

L

型!其中
L:

亚型
;

株!

L#

亚型
!

株.

#

株为
<

型#

>

#

讨
##

论

##

鲍曼不动杆菌为非发酵革兰阴性杆菌!该菌在医

院的环境中分布很广且可长期存活!对危重患者威胁

很大!可引起全身系统各个器官的感染!是引起院内

感染高发病率和病死率的重要原因)

:$

*

#近年来!由于

抗菌药物的广泛应用和抗菌药物的滥用!多重耐药性

鲍曼不动杆菌日益严峻!尤其是
<%7T,

介导的
$

=

内

酰胺类抗菌药物耐药!给临床治疗带来极大困难)

::

*

#

,

E$E

,

国际检验医学杂志
#$:;

年
!

月第
"$

卷第
B

期
#

9+81T*M./0

!

.*)&5#$:;

!

U6-A"$

!

S6AB



本研究中!在分离的
:;$

株鲍曼不动杆菌中!对米诺

环素"替加环素"头孢哌酮+舒巴坦敏感率最高!分别

为
;BA!b

"

;!A#b

"

BEADb

#耐药率高于
C$A$b

的抗

菌药物为头孢他啶和派拉西林!其余药物耐药率均高

于
B$A$b

!耐药情况比较严重#

近年来!鲍曼不动杆菌院内感染和耐药性已成为

全球性防治难题)

:#

*

#研究表明!随着广谱
$

=

内酰胺类

抗菌药物在临床的广泛应用和抗菌药物使用模式的

不同!近年来!又出现了许多新的
$

=

内酰胺类耐药基

因型!且因地域不同!特点也不尽相同)

:!=:B

*

#本研究

发现!本地区鲍曼不动杆菌中
<%7T,

基因检出率为

!$ABb

&

BD

株'!其中!以
V<G=:

基因型为主!检出
#E

株!证实
V<G=:

型在本地区为流行株#

!CA$b

同时携

带
V<G

"

(<.

"

H[2=#!

基因型#

VYI<

技术是近年来发展起来的一种重要的分

离大分子量线性
LS2

的电泳技术)

:E

*

#在普通的凝

胶电泳中!大的
LS2

分子&

!

:$ M̀

'移动速度接近!

很难分离形成足以区分的条带!

VYI<

的发明正好解

决了这一难题!它可以用来分离大小从
:$ M̀

到
:$

.M

的
LS2

分子!具有高分辨力"重复性好的优点!

使
VYI<

的应用范围已涉及到几乎所有生物基因组

结构的研究!并被誉为细菌分子学分型技术的$金标

准%

)

:C

*

#本研究采用
VYI<

技术对本地区产
<%7T,

鲍曼不动杆菌进行流行病学分析#通过分析
VYI<

电泳图谱!

BD

株产
<%7T,

鲍曼不动杆菌主要分为
B

个克隆株!

2:

型为主要克隆株!在医院内"医院间传

播!成为本地区鲍曼不动杆菌不断增加!耐药率不断

上升的原因#因此!加强对鲍曼不动杆菌耐药监测!

及时发现和隔离!规范抗菌药物的使用和管理!做好

院内感染!有效预防和控制本地区耐药菌株的产生及

传播!具有很重要的意义和价值#

##

综上所述!哈尔滨地区鲍曼不动杆菌耐药情况严

重#鲍曼不动杆菌菌株产
<%7T,

酶是耐
$

=

内酰胺类

抗菌药物的主要原因#产
<%7T,

鲍曼不动杆菌以

V<G=:

基因型为主!本地区鲍曼不动杆菌流行株存在

医院之间交叉感染现象#
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