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评估对实时荧光定量聚合酶链反应"

R!S

%快速检测鲍曼不动杆菌耐药性方法的效果'方法
!

设计鲍曼不动

杆菌"

"9!!$6)()

%外膜蛋白
"

特异性探针!采用实时荧光定量
R!S

准确测定
)8

株鲍曼不动杆菌经一定浓度庆大霉素(米诺环

素(美罗培南(左氧氟沙星和头孢哌酮&舒巴坦孵育后的生长情况!比较抗菌药物孵育
(

和
)/

后鲍曼不动杆菌基因组
2N"

量!判

断鲍曼不动杆菌耐药性!并与微量肉汤稀释法结果进行对比'结果
!

建立的实时荧光定量
R!S

检测鲍曼不动杆菌耐药性方法与

微量肉汤稀释法一致性高!

]A

JJ

A

值为
(&406

!

!

%

(&(*

'以微量肉汤稀释法为参考方法!实时荧光定量
R!S

的符合率达
68&605

!

灵敏度为
6%&*85

!特异性为
6*&0'5

!阳性预测值为
6)&'$5

!阴性预测值为
6$&%%5

!

:̂G.><

指数为
(&44

'结论
!

实时荧光定量

R!S

与微量肉汤稀释法结果有高度一致性!且前者灵敏度高(特异性强(检测速度快!可用于快速检测鲍曼不动杆菌的耐药性'

关键词"鲍曼不动杆菌$
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快速检测$

!

耐药性$

!

生长曲线$
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实时荧光定量聚合酶链反应
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鲍曼不动杆菌可以引起不同类型的感染#尤其是医院获得

性肺炎'血流感染等#主要见于重症监护室(有研究表明#近年

来鲍曼不动杆菌感染率高#多重耐药菌株逐年增多#甚至出现

泛耐药鲍曼不动杆菌)

$

*

(缩短经验性用药时间可以减少实验

室检查'侵入性操作和住院时间#尽早使用合适的抗菌药物治

疗感染可以延缓耐药菌株的出现和传播)

%

*

(目前应用最广泛

的抗菌药物药敏试验方法有纸片扩散法'稀释法'抗菌药物浓

度梯度法$如
V7@>?@

纸条&及药敏自动检测系统等(这些方法

虽然灵敏度好#且已高度标准化#但这些方法耗时过长#多在

%'

!

0%/

(本研究采用荧光定量聚合酶链反应$

R!S

&可准确

定量标本中特定核酸拷贝数的特点#准确测定经抗菌药物孵育

(/

和
)/

后鲍曼不动杆菌生长量变化#判断鲍曼不动杆菌耐

药性#以期缩短筛选耐药菌株的时间#尽快为临床治疗提供可

靠依据#现报道如下(

$

!

资料与方法

$&$

!

菌株来源
!

收集武汉大学人民医院
%($'

年
'

月
$

日至
6

月
8(

日住院患者送检标本细菌培养分离的鲍曼不动杆菌菌

株#对于同一患者同一部位多次培养分离的菌株只取该患者第

$

次培养分离的菌株#筛选出试验菌株
)8

株#其中分离自痰液

标本
')

株#尿液标本
'

株#分泌物标本
*

株#胆汁标本
$

株#腹

水标本
%

株#组织标本
%

株#血标本
%

株和导管尖端标本
$

株(

$&/

!

质控菌株'标准菌株及培养基
!

大肠埃希菌$

"9!!

%*6%%

&'铜绿假单胞菌$

"9!!%04*8

&'金黄色葡萄球菌标准菌

株$

"9!!$%*68

&'肺炎克雷伯菌$

"9!!0(()(8

&及鲍曼不动

杆菌标准菌株$

"9!!$6)()

&均购自原卫生部临床检验中心(

$&'

!

主要耗材'培养基及抗菌药物
!

6)

孔板购自美国康宁公

司%哥伦比亚血平板购自杭州天和微生物试剂有限公司%

1P

肉汤干粉购自青岛海博生物技术有限公司%头孢哌酮"舒巴坦

$

3!Z

&干粉购自辉瑞制药有限公司%米诺环素$

1KNQ

&标准品

购自中国食品药品鉴定研究院%庆大霉素$

#VN

&购自安阳九

州药业有限公司%左氧氟沙星$

MVU

&购自白求恩医科大学制药

厂#美罗培南$

1V1

&购自住友制药$苏州&有限公司(

$&1

!

试剂及主要仪器
!

2N"

提取试剂盒及实时荧光定量

R!S

反应试剂盒购自
9AWAHA

公司%

R!S

反应引物与探针参考

鲍曼不动杆菌$

"9!!$6)()

&外膜蛋白
"

$

Q+

J

"

&基因序列设

计#由上海基康生物技术有限公司合成#其序列为!

9A

d

1A<

探

针
*f7""#99#!9!!"#99#""!!""!9!!"78f

%上游

引物
*f79!99##9##9!"!99#""#!78f

%下游引物
*f7

"!9!99#9##99#9##"#!"78f

%实时荧光定量
R!S

仪为美国
"[K

公司的
U;;"910

实时荧光定量
R!S

系统(

+

$))$

+

检验医学与临床
%($)

年
)

月第
$8

卷第
$%

期
!

MAI1>.!E;<

!

TG<>%($)

!

U:E&$8

!

N:&$%



$&2

!

方法

$&2&$

!

复苏菌株
!

取保存于
h4(g

冰箱的鲍曼不动杆菌#接

种于血平板中#置于含
*5!Q

%

孵育箱
8*g

孵育
%'/

(

$&2&/

!

微量肉汤稀释法确定的试验菌株最低抑菌浓度$

1K!

&

值
!

$

$

&制备微量稀释盘(按照美国临床实验室标准化协会

$

!M3K

&相关文件
1(07"6

和
1$((73%8

制备一系列倍比稀释

的抗菌药物溶液#将制备好的抗菌药物溶液分别加入无菌的

6)

孔板中#每孔
$((

"

M

#从第
$

孔加至第
$$

孔#第
$%

孔加
$((

"

M

无菌
1P

肉汤作为生长对照#制备成
1K!

微量稀释盘(

$

%

&制备菌悬液(挑取血琼脂平板上复苏的单个菌落于无菌生

理盐水中#制备
(&*

麦氏浓度菌悬液#用
1P

肉汤
$j$((

稀

释#得到
$&*-$(

)

CBG

"

+M

的菌悬液($

8

&微量肉汤稀释法检

测试验菌株
1K!

值(将制备好的菌悬液接种至微量稀释盘#

每孔加入
$((

"

M

#第
$

列第
$

孔加
$((

"

M

无菌
1P

肉汤作为

阴性对照#盖上盖子#置于
!Q

%

孵箱$

8*i%

&

g

孵育
$)

!

$4/

#

肉眼观察每孔的浊度#并用酶标仪检测每孔的浊度#判断各菌

株对不同抗菌药物的
1K!

值($

'

&药敏试验结果判定标准(

#VN

'

1KNQ

'

1V1

'

MVU

和
3!Z

耐药'中介和敏感的判定采

用
%($'

年
!M3K

文件
1$((73%'

标准进行#

3!Z

的折点参照肠

杆菌科细菌对头孢哌酮的折点#即
3!Z

的
1K!

&

)'

"

,

"

+M

为

耐药#

8%

"

,

"

+M

为中介#

'

$)

"

,

"

+M

为敏感)

8

*

(耐药株的

1K!

大于或等于耐药折点#非耐药菌株的
1K!

小于耐药折点#

即非耐药株包括药敏试验结果为敏感和中介的两类菌株(

$&2&'

!

探针及引物的特异性验证
!

以鲍曼不动杆菌标准菌株

$

"9!!$6)()

&为模板#以大肠埃希菌$

"9!!%*6%%

&'铜绿假

单胞菌$

"9!!%04*8

&'肺炎克雷伯菌$

"9!!0(()(8

&及金黄

色葡萄球菌$

"9!!%*6%8

&基因组
2N"

作为阴性对照#以双

蒸水作为空白对照#用
9A

d

1A<

探针实时荧光定量
R!S

扩增#

试验重复
8

次(

$&2&1

!

9A

d

1A<

探针实时荧光定量
R!S

标准曲线的制作
!

取
6

个
$(

倍梯度稀释$

$&%-$(

%

!

$&%-$(

$(

C:

JD

"

"

M

&的标准

品作为模板#经探针荧光定量
R!S

扩增#以梯度稀释标准品的

拷贝数的对数为横坐标#以
R!S

反应过程中出现荧光信号的

初始循环数初始阈值$

!@

&为纵坐标绘制标准曲线#重复
8

次#

建立反映
!@

值与标准品拷贝数浓度对应关系的标准曲线(

$&2&2

!

用
9A

d

1A<

探针实时荧光定量
R!S

制作鲍曼不动杆

菌生长曲线
!

分别制备鲍曼不动杆菌标准菌株$

"9!!

$6)()

&'

#VN

敏感和
#VN

耐药
8

株菌株的
$&*-$(

)

"

+M

菌

悬液#分别取
$((

"

M

于含有
$((

"

M

无菌肉汤或
$)

"

,

"

+M

#VN

的
VR

管内#振荡混匀#置于
8*g

孵箱分别孵育
(

'

$

'

%

'

'

'

)

'

4/

#

$8(((H

"

+;<

离心
*+;<

#弃上清#

'g

储存备用#再用

2N"

提取试剂盒提取基因组
2N"

#最后用
9A

d

1A<

探针实时荧

光定量
R!S

分析#取平均值做生长曲线#选择最佳孵育时间(

$&2&)

!

建立快速检测鲍曼不动杆菌对抗菌药物耐药性的方

法
!

取血琼脂平板上鲍曼不动杆菌单菌落#用生理盐水制备

(&*

麦氏浓度菌悬液$相当于
$&*-$(

4

"

+M

&%用
1P

肉汤稀释

$

$j$((

&重悬液#取
$((

"

M

加入已含
$((

"

M

抗菌药物单药

$如
#VN

'

1V1

'

1KNQ

等药物中的一种&的
VR

管中#使
VR

管中抗菌药物最终浓度为
!M3K

推荐的中介折点浓度#每种药

物重复
%

管#分别编号
$

和
%

号#将
$

号
VR

管内细菌"抗菌药

物混合溶液$

(/

&置于离心机
$8(((H

"

+;<

离心
*+;<

#将
%

号

VR

管置于
8*g

孵育
)/

后
$8(((H

"

+;<

离心
*+;<

#弃上清%

分别提取
(

和
)/

的细菌基因组
2N"

置于
'g

储存备用%所

有菌株每种抗菌药物重复一次%最后用
9A

d

1A<

探针实时荧光

定量
R!S

进行分析(

$&)

!

统计学处理
!

采用
3R33%(&(

和
VbC>E

等分析软件分析试

验结果#用
#HA

J

/RA.RH;?+*&(

软件作图(用
:̂G.><

指数设定

实时荧光定量
R!S

检测鲍曼不动杆菌
)/

和
(/

基因组
2N"

差异倍数的界值#即耐药性界值#并评价应用实时荧光定量
R!S

快速检测鲍曼不动杆菌耐药性的效果(实时荧光定量
R!S

和

微量肉汤稀释法检测鲍曼不动杆菌耐药性的结果比较采用

]A

JJ

A

一致性检验#

!

%

(&(*

#两种检测方法结果有一致性%

]A

J

7

J

A

'

(&'(

#一致性差%

(&'(

%

]A

JJ

A

'

(&)(

#一致性一般%

(&)(

%

]A

JJ

A

'

(&4(

#一致性强%

(&4(

%

]A

JJ

A

'

$&((

#一致性极强(

/

!

结
!!

果

/&$

!

微量肉汤稀释法药敏试验结果
!

见表
$

(

)8

株试验菌株

中#

#VN

耐药菌株
'*

株#非耐药株$敏感与中介&共
$4

株%

1K7

NQ

耐药株
$4

株#非耐药株
'*

株%

3!Z

耐药株
8(

株#非耐药株

88

株%

1V1

耐药株
'(

株#非耐药株
%8

株%

MVU

耐药株
'$

株#

非耐药株
%%

株(

表
$

!!

)8

株试验菌株对
*

种不同抗菌药物的
1K!

分布情况#

,

$

抗菌药物
1K!

$

"

,

"

+M

&

'

(&$%* (&%* (&* $ % ' 4 $) 8%

&

)'

&

$%4

#VN ( ' % 8 ) 8 ( * 8 80 h

1V1 8 * ) 4 ( ( $ * $' %$ h

MVU % % 0 $$ ( ( ( ) * 8( h

1KNQ 4 8 ( 0 ' $% $$ $' ' ( h

3!Z h ( ( % 8 $$ ( * $% $4 $%

!!

注!

h

表示无数据(

图
$

!!

探针及引物的特异性验证

/&/

!

探针及引物的特异性验证结果
!

利用已经建立的
R!S

反应体系和条件进行定量检测#经过
8*

个循环反应后#阳性对

照呈-

3

.型扩增曲线(大肠埃希菌'铜绿假单胞菌'肺炎克雷伯

菌'金黄色葡萄球菌及空白对照均是阴性#未见扩增#表明此引

物和探针的特异性良好#见图
$

(

/&'

!

标准曲线的建立
!

见图
%

(以
R!S

反应过程中出现荧

光信号的初始循环数
!@

值作为纵坐标#标准品拷贝数的对数

值作为横坐标#绘制标准曲线#

:

% 为
(&666

#相关性良好(

/&1

!

实时荧光定量
R!S

制作鲍曼不动杆菌生长曲线
!

见图

8

(鲍曼不动杆菌在培养基中培养不同时间段基因组
2N"

水

平不断变化#随着时间推移#

#VN

耐药的鲍曼不动杆菌与生长

+

%))$

+

检验医学与临床
%($)

年
)

月第
$8

卷第
$%

期
!

MAI1>.!E;<

!

TG<>%($)

!

U:E&$8

!

N:&$%



对照组鲍曼不动杆菌基因组
2N"

水平变化情况大体一致#即

2N"

水平逐渐增多#而
#VN

敏感组鲍曼不动杆菌基因组

2N"

水平变化不大(由图
8

可见#

8

种不同类型生长曲线变

化情况判断!区分鲍曼不动杆菌基因组
2N"

水平变化的最佳

孵育时间为
)/

(生长对照组
1P

肉汤中不含抗菌药物#

#VN

敏感组和耐药组
1P

肉汤中
#VN

浓度为
4

"

,

"

+M

(

图
%

!!

实时荧光定量
R!S

标准曲线

图
8

!!

实时荧光定量
R!S

测定鲍曼不动杆菌生长曲线

/&2

!

建立实时荧光定量
R!S

检测鲍曼不动杆菌耐药性
!

通

过测定经含中介折点浓度抗菌药物$

#VN

'

1KNQ

'

1V1

'

MVU

或
3!Z

&的
1P

肉汤培养基培养
(

或
)/

鲍曼不动杆菌基因组

2N"

的水平变化#结果以基因组
2N"

拷贝数的差异倍数$

)

/

"

(/

比值&表示#根据最大
:̂G.><

指数确定荧光定量
R!S

检测鲍曼不动杆菌耐药性临界诊断值(结果显示#荧光定量

R!S

检测鲍曼不动杆菌对
#VN

'

1V1

'

MVU

和
1KNQ

的耐药

性界值为
'

#

$

'

为耐药#

'

'

为非耐药%对
3!Z

耐药性界值为

$$(

#

$

$$(

为耐药#

'

$$(

为非耐药(在检测鲍曼不动杆菌对

*

种临床常用抗菌药物耐药性方面#实时荧光定量
R!S

与微

量肉汤稀释法检测结果有高度一致性#两种方法一致性差异有

统计学意义$

]A

JJ

AX(&406

#

!

%

(&(*

&#见表
%

(以微量肉汤稀

释法为参考方法#实时荧光定量
R!S

检测鲍曼不动杆菌耐药

性总符合率为
68&605

$

%6)

"

8$*

&#总灵敏度为
6%&*85

$

$)$

"

$0'

&#总特异性为
6*&0'5

$

$8*

"

$'$

&#见表
8

(图
'

和表
%

显

示#经
#VN

孵育的鲍曼不动杆菌中#仅有
%

株耐药菌株基因组

2N"

拷贝数差异倍数小于
'

#与微量肉汤稀释法的符合率为

6)&485

$

)$

"

)8

&%经
1V1

孵育的鲍曼不动杆菌中#有
$

株非

耐药菌株基因组
2N"

拷贝数的差异倍数大于
'

#

$

株耐药菌

株基因组
2N"

拷贝数差异倍数小于
'

#与微量肉汤稀释法的

符合率达
6)&485

$

)$

"

)8

&%经
MVU

孵育的鲍曼不动杆菌中#

有
%

株非耐药株基因组
2N"

拷贝数差异倍数大于
'

#

%

株耐药

菌菌株基因组
2N"

拷贝数差异倍数小于
'

#与微量肉汤稀释

法的符合率达
68&)*5

$

*6

"

)8

&%经
1KNQ

孵育的鲍曼不动杆

菌中#有
$

株非耐药菌株基因组
2N"

拷贝数差异倍数大于
'

#

有
'

株耐药菌株差异倍数小于
'

#与微量肉汤稀释法的符合率

为
6%&()5

$

*4

"

)8

&%经
3!Z

孵育
)/

的鲍曼不动杆菌基因组

2N"

拷贝数变化较大#其中有
%

株非耐药鲍曼不动杆菌基因

组
2N"

差异倍数大于
$$(

#

'

株耐
3!Z

的鲍曼不动杆菌基因

组
2N"

拷贝数差异倍数小于
$$(

#与微量肉汤稀释法的符合

率为
6(&'45

$

*0

"

)8

&(图
'"

!

V

图分别表示经中介折点浓度

的
#VN

'

1V1

'

MVU

'

1KNQ

或
3!Z

孵育
)

与
(/

相比#基因

组
2N"

变化情况#其中纵坐标表示孵育
)/

后鲍曼不动杆菌

基因组
2N"

水平与
(/

相比$

)/

"

(/

&的差异倍数#横坐标-非

耐药菌株.与-耐药菌株.分别表示微量肉汤稀释法检测为非耐

药$包括敏感和中介&和耐药菌株#图中各点表示各菌株在相应

抗菌药物孵育情况下基因组
2N"

水平差异倍数(

图
'

!!

实时荧光定量
R!S

检测
)8

株试验菌株结果

表
%

!!

实时荧光定量
R!S

与微量肉汤稀释法结果一致性比较

抗菌药物
荧光定量

R!S

微量肉汤稀释法

S NS

]A

JJ

A

值
!

#VN S '8 ( (&6%*

%

(&(($

NS % $4

1KNQ S $' $ (&06*

%

(&(($

NS ' ''

3!Z S %) % (&4(6

%

(&(($

NS ' 8$

1V1 S 86 $ (&68%

%

(&(($

NS $ %%

MVU S 86 % (&4)(

%

(&(($

NS % %(

合计
S $)$ ) (&406

%

(&(($

NS $8 $8*

!!

注!

S

为耐药#

NS

为非耐药(

表
8

!!

实时荧光定量
R!S

快速检测鲍曼不动杆菌耐药性效果评估

抗菌药物
R!S

与微量肉汤

稀释法符合率$

5

&

灵敏度$

5

& 特异性$

5

& 阳性预测值$

5

& 阴性预测$

5

&

:̂G.><

指数

#VN 6)&48 6*&*) $((&(( $((&(( 6(&(( (&6)

3!Z 6(&'4 4)&)0 68&6' 6%&4) 44&*0 (&4$

1KNQ 6%&() 00&04 60&04 68&88 6$&)0 (&0)

1V1 6)&48 60&*( 6*&)* 60&*( 6*&)* (&68

+

8))$

+

检验医学与临床
%($)

年
)

月第
$8

卷第
$%

期
!

MAI1>.!E;<

!

TG<>%($)

!

U:E&$8

!

N:&$%



续表
8

!!

荧光定量
R!S

快速检测鲍曼不动杆菌耐药性效果评估

抗菌药物
R!S

与微量肉汤

稀释法符合率$

5

&

灵敏度$

5

& 特异性$

5

& 阳性预测值$

5

& 阴性预测$

5

&

:̂G.><

指数

MVU 68&)* 6*&$% 6(&6$ 6*&$% 6(&6$ (&4)

合计
68&60 6%&*8 6*&0' 6)&'$ 6$&%% (&44

'

!

讨
!!

论

!!

随着医学技术的发展'各种侵入性操作不断增多及医院规

模不断扩大#院内感染已成为临床工作中越来越棘手的问题#

特别是多重耐药菌株的出现#使医疗费用大幅度增加(多重耐

药的鲍曼不动杆菌便是其中常见的一种#一旦感染#将会导致

病死率上升'住院时间延长)

$

#

'

*

(

多重耐药鲍曼不动杆菌的控制在于预防与监测#快速检测

鲍曼不动杆菌对常用抗菌药物的耐药性#可以减少临床医生经

验性用药时间#从而阻止多重耐药菌株的产生与传播(然而#

鲍曼不动杆菌耐药机制复杂#涉及的耐药基因众多#近年来#有

大量研究报道检测细菌耐药相关基因#但携带耐药基因的菌株

并不一定都表现出耐药性#即基因型与耐药表型不一定

一致)

*76

*

(

本研究所使用实时荧光定量
R!S

快速检测鲍曼不动杆菌

耐药性#不依赖细菌耐药机制#与细菌耐药基因无关#而是基于

细菌生长过程基因组
2N"

拷贝数的变化#通过比较鲍曼不动

杆菌在一定浓度抗菌药物孵育一定时间后菌株量变化来区分

鲍曼不动杆菌的耐药菌株与非耐药菌株(此法虽然也需经过

一定时间培养#但整个抗菌药物耐药性检测过程$去除细菌分

离复苏时间&仅需
0/

左右#与常规方法相比#实时荧光定量

R!S

所需要的样品量少#试验时间短(

本研究结果显示#实时荧光定量
R!S

与微量肉汤稀释法

相比#

]A

JJ

A

值为
(&406

#一致性较强#总符合率达
68&605

#灵

敏度$

6%&*85

&与特异性$

6*&0'5

&均较高#

:̂G.><

指数
(&44

(

[>G=;<

,

等)

$(

*用定量
R!S

检测
$$'

例血培养阳性标本中细菌

生长过程基因组
2N"

水平变化的原理定量检测细菌耐药性#

符合率达
6*&((5

以上#且给出相应的计算公式(

[>G=;<

,

等)

$(

*的研究仅针对血培养阳性报警的标本#未对其他标本类

型进行探索(

PA<?><

等)

$$

*也利用
R!S

定量检测细菌生长情

况来区分大肠埃希菌和金黄色葡萄球菌的耐药性#但其仅针对

此两种细菌对常用药物的灵敏度检测#未与
!M3K

推荐方法比

较(李坚等)

$%

*也有利用定量
R!S

建立葡萄球菌快速药敏试

验的方法#但其用
3̂ [S#H>><

染料法#特异性较探针法低#且

其研究结果仅与纸片法对比做初步探索#并未给出明确的关系

式(此次研究结果表明#荧光定量
R!S

快速检测鲍曼不动杆

菌耐药性可通过基因组
2N"

水平$

)/

"

(/

&比值进行初步判

断#尽快筛选出耐药菌株(基质辅助激光解吸电离飞行时间质

谱技术已经逐渐用于临床微生物室细菌的鉴定#若结合实时荧

光定量
R!S

检测细菌耐药性#有望在分离出单菌落的当天获

得药敏试验结果#这有利于临床医生尽早合理选择抗菌药物治

疗(

然而#此研究也有不足之处#即对
1KNQ

和
3!Z

耐药菌株

的灵敏度低于
6(&((5

#特别是
1KNQ

#这可能与试验所选用

的部分鲍曼不动杆菌生长过于缓慢有关#且耐
1KNQ

的鲍曼

不动杆菌菌株数相对较少#可能导致误差过大(因此#还需扩

大试验标本量#减少因菌株间差异而导致的结果偏差(另外#

本研究选用的
#VN

'

1V1

'

MVU

及与多重耐药鲍曼不动杆菌

治疗相关的
1KNQ

和
3!Z

等临床常用抗菌药物作为试验用

药#但临床治疗鲍曼不动杆菌感染常用的头孢菌素类并未纳入

此次研究#且试验仅能筛选出耐药菌株#不能区分敏感与中介

的菌株(试验所选的探针与引物仅针对鲍曼不动杆菌的外膜

蛋白#导致该方法目前仅能检测鲍曼不动杆菌的耐药性#不能

提供具体的
1K!

值(因此#实时荧光定量
R!S

快速检测鲍曼

不动杆菌耐药性试验仍需完善(
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