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目的
!

对多重耐药鲍曼不动杆菌"

$U#2̂

$进行耐药性分析及同源性研究!为预防与控制院内感染

提供理论依据&方法
!

收集'分离及鉴定多重鲍曼不动杆菌
0(

株!采用琼脂稀释法检测菌株对
(,

种抗菌药物的最

低抑菌浓度"

$/5

$!脉冲场凝胶电泳"

3c4.

$进行分子分型并分析其同源性&结果
!

0(

株
$U#2̂

中!对大部分抗

菌药物的耐药率在
1+)+A

以上!

3c4.

将其分为
*

型!

2

型和
^

型为主要克隆株&
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型包括
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个亚型共
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型

有
(

个亚型共
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株!
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型有
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型有
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株&结论
!

$U#2̂

耐药情况十分严峻!在临床科室广泛分布并流行传

播!成为耐药菌株逐年增加的一个重要因素&
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多重耐药鲍曼不动杆菌$

$U#2̂

&已成为全球医疗机构

引起院内感染的重要病原菌之一+主要引起肺炎特别是呼吸

机相关性肺炎,菌血症,尿路感染,伤口感染,皮肤感染和继发

性脑膜炎等#其广泛分布造成医院感染事件频繁发生)

'

*

+因

此#急切需要掌握临床分离的
$U#2̂

的耐药情况,流行趋

势#从而为合理使用抗菌药物,流行病学调查和防控提供合理

指导和参考)

(

*

+本研究对临床分离的
0(

株
$U#2̂

的耐药性

和同源性进行探讨#现报道如下+

$

!

资料与方法

$)$

!

标本来源
!

收集西南医科大学附属第一医院
(+',

年
'+

月至
(+'*

年
=

月临床分离的
$U#2̂ 0(

株$非重复菌株&#标

本类型为痰液,分泌物,尿液,血液等#来自于重症监护室

$

/5?

&,呼吸内科,血液内科,烧伤科等科室+

$)/

!

仪器与试剂
!

西门子
$DN9C%N8;]8JP2W8

M

=03JKF

细

菌鉴定仪由北京泰林东方商贸有限公司提供%

5S.cBU#

%

型

脉冲场凝胶电泳仪和
47JUCNQ#g

凝胶成像仪购自美国
D̂CB

#2U

公司%抗菌药物标准品购自北京天坛生物有限公司%蛋白

酶
Y

和
2

6

8

'

核酸内切酶购自大连宝生物工程有限公司#

%78Y7:4CJO2

H

89CF7

购自美国
"C;a8

生物有限公司+质控菌

株为大肠埃希菌
2&55(@=((

及鲍曼不动杆菌
2&55'=0+0

+

$)'

!

方法

$)')$

!

细菌鉴定
!

根据临床药敏资料筛选出
0(

株对
,

种及

,

种以上不同类型抗菌药物耐药的鲍曼不动杆菌+根据菌落

形态和革兰染色#经
$DN9C%N8;]8JP2W8

M

=03JKF

微生物分

析仪进行细菌鉴定确认+

$)')/

!

最低抑菌浓度$

$/5

&测定
!

采用琼脂稀释法检测#制

备
(,

种含多个浓度梯度抗菌药物
$S

琼脂平板#浓度范围为

+)(@

!

@'()++:

H

"

"

#取
(

&

"+)@

麦氏浊度菌液接种于
$S

琼

脂平板相应位置#每个接种点菌数约为
'+

*

5c?

#

,- f

培养

'1

!

(*I

#药敏结果依照
(+',

年美国临床和实验室标准化协

会$

5"%/

&执行标准判读+

$)')'

!

脉冲场凝胶电泳$

3c4.

&

!

细菌
,-f

培养
'1

!

(*I

#

用
%78Y7: 4CJO 2

H

89CF7

进 行 制 备 胶 块#将 胶 块 置 于
(+

:

H

"

:"

蛋白酶
Y

中#在
'0+9

"

:D;

,温度为
@*f

的水浴摇床中
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检验医学与临床
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@
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卷第
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期
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孵育
')@I

#采用
2

6

8

'

内切酶限制性酶切胶块内
U!2

过夜+

打开脉冲场凝胶电泳仪主机,泵和冷凝机的开关#设置电泳参

数!

0Z

"

N:

#

'*f

#脉冲间隔时间
@

!

(+F

#电场角度
'(+i

#电泳

时间
((I

+用
.̂

溶液染色#再用凝胶成像仪
47JUCNQ#g

拍

摄图像+

$)')1

!

结果判读与分析
!

建立
'

个
+

,

'

构成的矩阵!在
.[N7J

(++-

软件中#将同一电泳迁移位置上条带阳性记为
'

#条带阴

性记为
+

#构成原始数据矩阵+采用
!&%b%()'7

软件用
?3B

4$2

法计算遗传相似系数#进行
%2S!

聚类分析+

/

!

结
!!

果

/)$

!

药敏结果
!

0(

株
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对大部分抗菌药物的耐药率

在
1+)+A

以上#见表
'

+

表
'
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株
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药敏结果
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注!

$

为标准参考物%

'

为
5

型克隆株%

(

,

,

,

*

,

@

,

0

,

-

,

1

,

=

,

',

为
2

型克隆株%

'+

,

'(

为
^

型克隆株%

''

为
U

型克隆株+

图
'

!

部分菌株的
3c4.

图谱

/)/

!

3c4.

结果
!

3c4.

将
0(

株
$U#2̂

分为
2

,

^

,

5

,

U

四

型#部分菌株
3c4.

图谱#见图
'

+采用
!&%b%()'7

软件进

行聚类分析#根据同源性制作树状图#

2

型和
^

型为主要克隆

株+

2

型包括
*

个亚型共
,(

株#分布在
/5?

,呼吸内科,神经

外科,骨科,血液科
@

个病区$分别有
',

,

,

,

1

,

@

,

,

株&+

^

型有

(

个亚型共
'=

株#分布在
/5?

,呼吸内科,消化内科,儿科
*

个

病区$分别有
''

,

(

,

(

,

*

株&%

5

型有
1

株#分布于呼吸内科,胸

外科和神经内科
,

个科室$分别有
@

,

'

,

(

株&+

U

型有
,

株#分

别分离自胃肠外科,胸外科和血液科病房+

'

!

讨
!!

论

鲍曼不动杆菌流行是医院感染事件频繁发生的原因之一#

在不同地区#其分布和检出率亦不尽相同+在
/5?

中尤为普

遍#可从患者体内,医护人员的手,医疗设备和工作台表面分

离+鲍曼不动杆菌快速获得耐药基因的能力与其致病性密切

相关#从而导致多重耐药)

,B*

*

+

由表
'

可以看出#西南医科大学附属第一医院分离出的

$U#2̂

耐药情况十分严峻#对大部分药物耐药率高达
1+)+A

以上#对头孢菌素类抗菌药物耐药率几乎
'++)+A

#给临床治

疗带来了极大的困难+鲍曼不动杆菌的耐药机制较为复杂#主

要有产
*

B

内酰胺酶,青霉素结合蛋白$

3̂ 3F

&的结构和数量的

变化,外排泵过度表达和外膜孔蛋白丢失等+亚胺培南和美罗

培南是常用于治疗鲍曼不动杆菌的碳青霉烯类抗菌药物#本研

究显示耐药率高达
=+),A

和
11)-A

#究其原因可能为医院在

治疗鲍曼不动杆菌过程中#多经验性选用既往相对敏感的亚胺

培南或美罗培南#使耐药菌株压力性增多+对氨基糖苷类抗菌

药物耐药主要是由于鲍曼不动杆菌产生氨基糖苷类修饰酶和

'0%9#!2

甲基化酶的甲基化+氨基糖苷类修饰酶包括氨基

糖苷乙酰基转移酶$

225

&,氨基糖苷腺苷转移酶$

2!&

&和氨

基糖苷磷酸转移酶$

23S

&

)

@

*

#目前为止鲍曼不动杆菌能检测

到
'0%9#!2

甲基化酶相关的基因有
89:2
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9:G5

,

9:GU

,

9:G.

,

;

6

:2

)

0

*

+对氨基糖苷类抗菌药物常用的

种类有庆大霉素,阿米卡星,妥布霉素#本研究显示其耐药率分

别为
=,)@A

,

1+)0A

和
@,)(A

+头孢菌素类抗菌药物的耐药

率几乎为
'++)+A

+喹诺酮类抗菌药物如环丙沙星,左氧氟沙

星,加替沙星#其耐药率分别为
'++)+A

,

1@)@A

和
0*)@A

+鲍

曼不动杆菌对喹诺酮类药物耐药是因为编码旋转酶和拓扑异

构酶
)

的
4

M

92

和
3985

基因发生突变#

4

M

92

发生突变时表现

为中度耐药#

4

M

92

和
3985

同时发生突变与高水平耐药密切

相关)

-

*

+本研究还发现#

$U#2̂

只有对少数抗菌药物有较低

的耐药性#如替加环素,多黏菌素,氨苄西林"舒巴坦,米诺环素

的耐药率分别为
,)(A

,

'()=A

,

'*)@A

,

'-)-A

#舒巴坦能不

可逆地结合不动杆菌
3̂ 3F

#有直接杀菌能力#因此可以考虑选

用含舒巴坦制剂或联合使用抗菌药物#或许能使其耐药率降

低+

UD;N

等)

1

*研究发现对于
$U#2̂

引起的严重感染#选用

大剂量多黏菌素
^

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+

3c4.

将
0(

株耐药菌株分为
*

型#

2

型和
^

型为主要克

隆株+

2

型包括
*

个亚型共
,(

株#分布在
/5?

,呼吸内科,神

经外科,骨科,血液科
@

个病区#特别是
/5?

+

^

型有
(

个亚型

共
'=

株#分布在
/5?

,呼吸内科,消化内科,儿科
*

个病区+说

明
$U#2̂

克隆株在医院内克隆播散#从而造成多重耐药菌

株不断增加+可能和患者在住院期间使用的湿化瓶,呼吸机管

道,床单,被褥,医护人员使用过的手套#以及医院内其他物品

表面有关#并且鲍曼不动杆菌形成的生物膜和芽孢使其能在干

燥的物体表面存活数周#这些都是院内感染的重要原因)

=

*

+因

此要有效控制医院感染的发生#在制订更加严格的医院感染控

制措施同时应注意更多细节!医护工作者保持良好的手卫生#

对存在潜在的污染环境进行彻底的清洁消毒#对更换工作服严

格消毒#对已经感染的患者进行单间隔离#限制进入
/5?

#同时

限制广谱抗菌药物的使用#并加强环境的监测#从而防止及减

少医院感染的发生)

'+

*

+
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