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要#目的
!

通过研究攀枝花地区临床分离的耐碳青霉烯类鲍曼不动杆菌的耐药性及碳青霉烯酶
6b4

类型!了解该地区

耐碳青霉烯类鲍曼不动杆菌的耐药机制及分子流行病学特征%方法
!

收集
,#-"

年
-

月至
,#-.

年
.

月攀枝花地区两所三甲医院

临床分离的
-,B

株鲍曼不动杆菌&采用
c'

法检测
,-

种抗菌药物敏感性!比较碳青霉烯类鲍曼不动杆菌耐药组和敏感组的耐药

率&采用聚合酶链反应"

(!&

#检测
6b4

基因&最后采用肠杆菌基因间一致重复序列聚合酶链反应"

Y&8!+(!&

#进行分子分型及

同源性分析%结果
!

AA

株耐碳青霉烯类鲍曼不动杆菌对多黏菌素
'

$米诺环素$头孢哌酮(舒巴坦的耐药率最低!分别为
-.;,_

$

,,;B_

$

,";,_

!对其余
-%

种抗菌药物耐药率均高于
%#;#_

!耐药率明显高于敏感组菌株&

6b4+,/

和
6b4+.-

基因的检出率分

别为
$,;"_

$

$%;._

!

6b4+,"

和
6b4+.%

基因未检出&

Y&8!+(!&

分子分型主要可分为
4

$

'

$

!

$

P"

个型!以
'

型为主%结论
!

攀枝花地区耐碳青霉烯类鲍曼不动杆菌耐药非常严重!

6b4+,/

$

6b4+.-

基因为该地区耐碳青霉烯类鲍曼不动杆菌重要基因型!

'

型为主要流行株%

关键词#鲍曼不动杆菌&
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耐碳青霉烯酶&
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基因&
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分子流行病学
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鲍曼不动杆菌为革兰阴性非发酵菌#分布广泛#其临床分

离率较高'耐药性严重#尤其是耐碳青霉烯类鲍曼不动杆菌的

出现#有学者称其为革兰阴性的耐甲氧西林金黄色葡萄球菌

$

7&T4

%(随着碳青霉烯类抗菌药物的广泛使用#临床分离的

鲍曼不动杆菌对亚胺培南和美罗培南的耐药率呈上升趋势#

,#-"

年
!28XYC

中国耐药监测数据显示分别高达
A,;"_

和

AA;B_

)

-

*

(耐碳青霉烯类鲍曼不动杆菌常常对多种抗菌药物

均耐药#形成泛耐药$

bP&

%#甚至全耐药$

(P&

%(这种耐药往

往导致临床患者住院时间的延长而加重患者的经济及心理负

担#甚至严重的可引起患者死亡)

,

*

(本研究通过对攀枝花地区

临床分离的耐碳青霉烯类鲍曼不动杆菌的耐药性及耐药机制

的探讨#以指导临床合理使用抗生素和控制医院感染的流行(

-

,/B-

-

检验医学与临床
,#-B

年
A

月第
-"

卷第
-,

期
!

U=37@L!HE?

!

VJ?@,#-B

!

WDH;-"

!

XD;-,

"

基金项目#四川省攀枝花市科学技术和知识产权局项目$

,#-"Cb+-#+.
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作者简介!王俊#女#主管技师#主要从事细菌耐药监测研究(
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!

材料与方法

$;$

!

菌株来源
!

收集攀枝花地区两所三甲医院
,#-"

年
-

月

至
,#-.

年
.

月临床分离的
-,B

株鲍曼不动杆菌$剔除重复

株%#

$.

株分离自痰液#

-/

株分离自支气管盥洗液#

B

株分离自

分泌物#

A

株分离自血液#

,

株分离自脑脊液#

,

株分离自穿刺

液#

-

株分离自腹腔脓肿#

-

株分离自腹水(质控菌株!铜绿假

单胞菌
4C!!,B%./

'大肠埃希菌
4C!!,.$,,

均购自国家卫

生和计划生育委员会临床检验中心(

$;/

!

仪器与试剂
!

W8CYc

!

!DK

M

=5G

全自动鉴定药敏分析

仪'

1X

鉴定卡为法国梅里埃公司产品&血平板和
72

平板购

自郑州安图生物有限公司&药敏纸片购自杭州天和微生物试剂

有限公司&

'ED+&=LEl.

实时荧光定量聚合酶链反应$

(!&

%仪'电

泳仪和凝胶电泳成像系统购自美国伯乐生命医学产品有限公

司&

C=

Z

酶购于天根公司(

(!&

引物由苏州金唯智公司合成#引

物序列见表
-

(测序由苏州金唯智生物科技有限公司完成(

表
-

!!

(!&

引物序列

引物 引物序列$

.dS/d

% 大小$

3

M

%

6b4+,/ 0

!

!4C!114CC114144!!414

&

!

4CCC!C14!!1!4CCC!!4C .#-

6b4+," 0

!

11CC41CC11!!!!!CC444

&

!

41CC141!1444411114CC ,"A

6b4+.- 0

!

C44C1!CCC14C!11!!CC1

&

!

C114CC1!4!CC!4C!CC11 /./

6b4+.% 0

!

441C4CC1111!CC1C1!C1

&

!

!!!!C!C1!1!C!C4!4C4! .$$

$;'

!

方法

$;';$

!

细菌鉴定及药敏试验
!

-,B

株鲍曼不动杆菌严格按照

第
/

版+全国临床检验操作规程,接种血平板复苏后#使用

W8CYc

!

!DK

M

=5G

全自动鉴定药敏分析仪鉴定#同时采用
c'

法进行药敏试验#结果判读参照
,#-"

年美国临床和实验室标

准协会标准(

$;';/

!

(!&

法检测耐碳青霉烯类基因
!

采用煮沸法提取细

菌
PX4

#严格按照试剂盒说明操作#扩增产物经
-##W

恒压

-_

琼脂糖凝胶电泳
,#KE?

#观察扩增条带(

$;';'

!

肠杆菌基因间一致重复序列聚合酶链反应$

Y&8!+

(!&

%分子分型
!

采用
Y&8!+(!&

对耐碳青霉烯类鲍曼不动杆

菌进 行 分 子 分 型(引 物
Y&8!-

!

4C1C441!C!!C111+

14CC!4!

#

Y&8!,

!

441C441C14!C1111C141!1

(

(!&

反应体系'反应条件和扩增条带的观察同
-;/;,

(

$;1

!

统计学处理
!

使用
<26XYC.;A

软件分析#

T(TT-/;#

软件进行
!

, 检验#

!

$

#;#.

为差异有统计学意义(

/

!

结
!!

果

/;$

!

药敏结果
!

筛选出对亚胺培南和美罗培南同时耐药菌株

AA

株$简称耐药组%#对亚胺培南和美罗培南同时敏感菌株
/,

株$简称敏感组%(

AA

株耐药组菌株对多黏菌素
'

'米诺环素'

头孢哌酮"舒巴坦的耐药率最低#分别为
-.;,_

'

,,;B_

'

,";,_

#其余
-%

种抗菌药物耐药率均高于
%#;#_

(耐药组菌

株的耐药率$除头孢替坦和多黏菌素
'

外%明显高于敏感组菌

株#见表
,

(

/;/

!

(!&

碳青霉烯类基因检测结果
!

AA

株耐药组菌株中#

A-

株检测出
6b4+,/

#

A.

株检测出
6b4+.-

(

/,

株敏感组菌株

中#

-"

株检测出
6b4+.-

#

,"

株检测出
6b4+,/

(两组菌株均

未检出
6b4+,"

'

6b4+.%

(耐药组的基因检出率明显高于敏

感组#差异有统计学意义$

!

$

#;#.

%#结果见表
/

'图
-

(

表
,

!!

耐药组和敏感组对
,-

种抗菌药物

!!!

耐药率比较&

1

$

_

%(

抗菌药物 耐药组$

1\AA

% 敏感组$

1\/,

%

!

,

!

氨苄西林
A"

$

$B;#

%

,-

$

A.;A

%

-%;"#/#;###

头孢哌酮"舒巴坦
-A

$

,";,

%

#

$

#;#

%

$;,B-#;##,

氨苄西林"舒巴坦
A.

$

$%;.

%

"

$

-,;.

%

BA;"B.#;###

哌拉西林"他唑巴坦
A.

$

$%;.

%

A

$

-%;%

%

A%;A"/#;###

头孢唑啉
AA

$

-##;#

%

/,

$

-##;#

% " "

头孢他啶
A.

$

$%;.

%

$

$

,%;-

%

.B;A$/#;###

头孢曲松
AA

$

-##;#

%

%

$

,.;#

%

AA;A."#;###

头孢吡肟
A.

$

$%;.

%

$

$

,%;-

%

.B;A$/#;###

头孢替坦
AA

$

-##;#

%

/-

$

$A;$

%

,;#%"#;-"$

阿米卡星
.A

$

%";%

%

$

$

,%;-

%

/-;#"B#;###

庆大霉素
A.

$

$%;.

%

%

$

,.;#

%

A-;,",#;###

妥布霉素
A.

$

$%;.

%

%

$

,.;#

%

A-;,",#;###

环丙沙星
AA

$

-##;#

%

%

$

,.;#

%

AA;A."#;###

加替沙星
AA

$

-##;#

%

%

$

,.;#

%

AA;A."#;###

左氧氟沙星
A"

$

$B;#

%

%

$

,.;#

%

.B;,A%#;###

复方磺胺甲唑
A/

$

$.;.

%

%

$

,.;#

%

./;.$"#;###

多黏菌素
' -#

$

-.;,

%

.

$

-.;A

%

#;##"#;$.-

呋喃妥因
AA

$

-##;#

%

/,

$

-##;#

% " "

多西环素
A"

$

$B;#

%

%

$

,.;#

%

.B;,A%#;###

米诺环素
-.

$

,,;B

%

#

$

#;#

%

%;.%B#;##/

四环素
A/

$

$.;.

%

$

$

,%;-

%

.#;-,,#;###

!!

注!"表示耐药率相同#不进行统计学分析(

表
/

!!

耐药菌组和敏感菌组
6b4

基因检测比较&

1

$

_

%(

项目
1 6b4+,/ 6b4+.-

耐药组
AA A-

$

$,;"

%

A.

$

$%;.

%

敏感组
/, ,"

$

B.;#

%

-"

$

"/;%

%

!

,

.;A%B "-;/--

! #;#-B #;###

!!

注!

7

为
PX4

标志物&

-

为阴性对照&

,

为
6b4+,/

&

/

为
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分析同源性结果
!

AA

株耐碳青霉烯类鲍曼

不动杆菌主要有
4

'

'

'

!

'

P"

个型#

4

型
-#

株#

'

型
.,

株#

!

型

,

株#

P

型
,

株(见表
"

(

表
"

!!

耐药组各基因型在科室的分布$

1

%

型别 重症医学科 神经科 呼吸科 肝胆科 肿瘤科 急诊科 普外科 消化内科 骨科 合计

4

型
. - / # # # - # # -#

'

型
,. -" . / - - # - , .,

!

型
, # # # # # # # # ,

P

型
- - # # # # # # # ,

合计
// -A % / - - - - , AA

'

!

讨
!!

论

医院分离的鲍曼不动杆菌已对
,

+

内酰胺类'氨基糖苷类'

喹诺酮类以及碳青霉烯类抗菌药物广泛耐药)

/

*

(在医院内感

染位列第
/

位#在非发酵菌中的地位已高于铜绿假单胞菌)

-

*

(

因不同地区'不同医院'不同时间消毒措施以及使用抗菌药物

的种类与频率的不同#使得鲍曼不动杆菌的耐药特征存在明显

差异(本研究显示攀枝花地区临床分离的鲍曼不动杆菌对各

类抗菌药物的耐药性十分严重#对亚胺培南和美罗培南的耐药

率分别为
A.;"_

和
AA;$_

#与
,#-"

年
!28XYC

中国耐药监

测数据接近)

-

*

(

-,B

株鲍曼不动杆菌中#

AA

株同时对亚胺培南

和美罗培南耐药#占
.-;$_

#除多黏菌素
'

'米诺环素'头孢哌

酮"舒巴坦的耐药率小于
/#;#_

#其余抗菌药物耐药率均高于

%#;#_

(对亚胺培南和美罗培南耐药的菌株中#

-B

种抗菌药

物的耐药率明显高于敏感组#说明耐碳青霉烯类的鲍曼不动杆

菌易获得更多的耐药性(本研究显示#攀枝花地区耐碳青霉烯

类鲍曼不动杆菌的治疗中#多黏菌素
'

'米诺环素和头孢哌酮"

舒巴坦可作为经验治疗的首选抗菌药物#但应加以保护#以防

耐药性迅速增加(

鲍曼不动杆菌的主要耐药机制!$

-

%产碳青霉烯酶&$

,

%药

物主动外排过度表达&$

/

%膜孔通道蛋白缺失&$

"

%青霉素结合

蛋白改变等)

"

*

(产碳青霉烯酶是其耐药的主要机制(碳青霉

烯酶分为
4

'

'

'

P

类#不动杆菌以
P

类酶$

6b4

型%为主#主要

有
6b4+,-

'

6b4+,/

"

6b4+,B

'

6b4+"#

'

6b4+.-

'

6b4+.%

等)

.

*

(本研究结果显示
6b4+,/

检出
A-

株#检出率为
$,;"_

#

其次是
6b4+.-

检测
A.

株#检出率最高为
$%;._

#未检出

6b4+,"

'

6b4+.%

(且耐亚胺培南和美罗培南的菌株
6b4+,/

和
6b4+.-

基因的检出率明显高于敏感组菌株#提示攀枝花地

区鲍曼不动杆菌耐碳青霉烯类抗生素主要因素是
6b4+,/

和

6b4+.-

基因#与邢丽丹)

A

*的报道一致(有研究报道#

6b4+,/

和
6b4+.-

基因上游或下游的插入序列
8T43=H

可为耐药基

因提供一个强启动子#导致耐药基因的高度表达#引起碳青霉

烯类抗菌药物的耐药)

B

*

(本研究中耐碳青霉烯类鲍曼不动杆

菌的耐药性和敏感组菌株中仍有
6b4+,/

和
6b4+.-

基因的

检出#可能与插入序列
8T43=H

相关#还需进一步研究(

耐药菌株的同源性分析对流行病学调查具有十分重要的

意义(目前常用基因分型的方法有脉冲场凝胶电泳'

Y&8!+

(!&

和随机扩增
PX4

多态性(

Y&8!+(!&

具有分辨率高#重

复性好#稳定性高的优点#已成为目前国内外用于鲍曼不动杆

菌基因分型的常用方法)

%

*

(本研究采用
Y&8!+(!&

将攀枝花

地区耐亚胺培南和美罗培南的鲍曼不动杆菌分为
"

型#

'

型为

本地区的主要流行型别#主要分布在重症医学科和神经科#可

能是这两个科室患者病情较重#抗菌药物使用较多#各类侵入

性操作频繁的缘故(研究显示攀枝花地区三甲医院存在
'

型

克隆株的播散(克隆株在病房的广泛传播使细菌耐药率不断

上升#给临床治疗带来了极大挑战(因此#控制医院感染尤为

重要#临床应合理使用抗菌药物'及时做好各类器械消毒'手消

毒和隔离措施(

综上所述#攀枝花地区的鲍曼不动杆菌对临床常用抗菌药

物耐药率普遍较高#多重耐药情况严重#

6b4

基因型是本地区

鲍曼不动杆菌耐药的重要机制(各大医院应加强对鲍曼不动

杆菌的耐药性监测#以防医院内和医院之间的克隆播散和

流行(
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