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鲍曼不动杆菌主动外排系统
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基因分布及耐药性分析"
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内分泌科!四川南充
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医学检验系#
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转化医学研究中心!四川南充
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摘
!

要"目的
!

通过检测外排泵基因
;B/5

在鲍曼不动杆菌中的分布及对临床常用抗菌药物的药敏情况!

初步探讨外排泵对鲍曼不动杆菌耐药性的影响%方法
!

采用聚合酶链反应"

3(5

$检测
T$

株鲍曼不动杆菌外

排泵基因
;B/5

的分布情况!并根据
3(5

结果将菌株分为
;B/5

基因阳性组和
;B/5

基因阴性组!比较两组鲍曼

不动杆菌对阿米卡星&头孢吡肟&左氧氟沙星和亚胺培南的耐药率%结果
!

3(5

结果显示!收集的鲍曼不动杆

菌
;B/5

基因阳性率为
4&%"$\

"

86

(

T$

$#

;B/5

基因阳性组对阿米卡星&头孢吡肟&左氧氟沙星和亚胺培南的耐

药率分别为
T#%6#\

&

6&%4$\

&

T$%48\

和
'4%T&\

#

;B/5

基因阴性组对各抗菌药物的耐药率分别为
8T%##\

&

4#%6!\

&

8'%&&\

和
$$%&&\

#两组间耐药率比较!差异有统计学意义"

F

%

&%&8

$%结论
!

外排泵基因
;B/5

在

该地区鲍曼不动杆菌中的检出率较高!与临床常用抗菌药物耐药情况高度相关!提示外排系统是该地区鲍曼不

动杆菌多重耐药的重要原因之一%
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根据全国细菌耐药监测网数据分析#
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年鲍曼不动杆菌在革兰阴性菌的临床分离率分别为

!&%4\

'

!&%T\

#位居革兰阴性菌中临床分离率的第
$

位#临床科室分布以重症监护病房$

_(̀

&和呼吸内科

为主(

!7"

)

*提示目前我国对鲍曼不动杆菌的控制取得

一定成效#但作为最重要的.超级细菌/#鲍曼不动杆
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菌对抗菌药物的耐药率呈逐年上升趋势#多重耐药菌

株的临床分离率也逐渐增加*加强对鲍曼不动杆菌

感染#尤其是多重耐药菌的防治仍是目前临床上的重

中之重*研究表明#细菌主动外排泵的存在与鲍曼不

动杆菌的耐药相关(

#

)

#而
+B/+Z(7+B/5X

外排系统

与多重耐药关系尤为密切(

$

)

#但目前该系统在川北医

学院附属医院鲍曼不动杆菌中的分布情况及其与临

床常用抗菌药物耐药性之间的关系尚不明确#故本研

究将通过聚合酶链反应$

3(5

&检测外排泵基因
;B/5

的分布情况#并分析其与临床上常用抗菌药物耐药性

之间的关系#探讨外排系统对本地区鲍曼不动杆菌耐

药性的影响#现报道如下*

$

!

资料与方法

$%$

!

一般资料
!

收集川北医学院附属医院检验科微

生物室近期分离的鲍曼不动杆菌共
T$

株#主要来源

于
_(̀

$

"6%4'\

&'脑 外 科 $

!6%&8\

&'烧 伤 科

$

!#%!&\

&'呼吸内科$

!&%4!\

&#少数标本来自胸外

科'骨科'儿科'耳鼻喉科'普外科'神内科'消化科和

肿瘤科$分别占
!%!6\

"

8%68\

&%标本类型主要为痰

液$

4T%84\

&#其次为脓液$

!'%'4\

&#另有少数分泌

物$

"%#T\

&'血液$

!%!6\

&和穿刺液$

!%!6\

&%其中

来源于男性
'4

株$

46%4'\

&#女性
!4

株$

"&%"$\

&*

$%/

!

仪器与试剂
!

R_9U)7#"

全自动细菌鉴定仪'

S("!

鉴定药敏板及配套试剂'美国恒温细菌培养箱'

Z-:75;B3(5

仪'电泳仪及凝胶成像仪*

$%'

!

方法
!

将菌株接种于水解酪蛋白培养基$

2K

&

平板和血平板后放恒温培养箱中进行培养#待菌落形

成后采用
R_9U)7#"

全自动细菌鉴定仪和美国德灵

公司生产的
S("!

鉴定药敏板及配套试剂进行菌株

鉴定和药敏测定*

$%'%$

!

2K

平板制备
!

用去离子水溶解
2K

#高压

灭菌#待冷却至
'&Y

左右取
!&AL

至
'EA

无菌平皿

中制备
2K

平板#凝固后密闭包装保存于
$ Y

冰箱

备用*

$%'%/

!

药敏试验
!

收集各菌株的实验室细菌鉴定及

药敏试验报告#选取临床上常用抗菌药物阿米卡星'

头孢吡肟'左氧氟沙星和亚胺培南的药敏试验结果进

行后续分析*

$%'%'

!

3(5

扩增外排泵基因
;B/5

$%'%'%$

!

引物设计
!

根据
Q/0/H;0G

中的
;B/5

基

因编码序列$序列号
+e$"'6'6

&#由上海生工生物技

术科技有限公司设计并合成
;B/5

基因引物序列!产

物
4#$H

?

#上游引物!

8f7+9Q999Q+9(+99(9

999 9(7#f

%下游引物!

8f799+ QQ( +9( +9(

999 9+9 +Q7#f

*用去离子水溶解引物至
!&&

(

A:.

"

L

作为储存浓度#另稀释浓度为
!&

(

A:.

"

L

的

工作液
!&&

(

L

#皆保存于
P"&Y

备用*

$%'%'%/

!

细菌基因组
*S+

提取
!

将鲍曼不动杆菌

接种在
2K

平板上#

#4Y

培养
!T

"

"$>

#挑取
!

"

"

个菌落加入
!8&

(

L

去离子水中#混匀#

!&& Y

煮沸

!&A-0

#

!"&&&D

"

A-0

离心
!& A-0

#取上清液作为

3(5

反应模板#于
P"&Y

保存备用*

$%'%'%'

!

3(5

扩增
!

反应体系!

"^9;

g

3(5 2;@7

1/D2-V!"%8

(

L

#上下游引物各
&%8

(

L

#模板
!%&

(

L

#

去离子水
!&%8

(

L

#共
"8%&

(

L

*反应条件!

6$Y

预变

性
8A-0

%

6$Y

变性
#&@

#

88Y

退火
#&@

#

4"Y

延伸

'&@

#共
#8

个循环%

4"Y

延伸
!&A-0

*

$%'%'%1

!

琼脂糖凝胶电泳
!

配制
!%"\

的琼脂糖凝

胶#取
!&

(

L3(5

产物进行电泳#以
*S+

标记物

*L"&&&

作为相对分子质量标准#

!8&R

电泳
$&A-0

#

Z-:75;B

凝胶成像系统成像并保存图片*

$%1

!

统计学处理
!

采用
X3XX!6%&

统计软件进行统

计分析#计数资料以率或例数表示#组间比较采用
!

"

检验#以
F

%

&%&8

为差异有统计学意义*

/

!

结
!!

果

/%$

!

3(5

结果
!

电泳结果显示#

;B/5

基因得到良好

扩增#根据
*S+

标记物显示可见#

48&H

?

附近有单一

扩增片段#与预期结果$

4#$H

?

&一致%收集的
T$

株鲍

曼不动杆菌#共有
86

株检测到
;B/5

基因#阳性率为

4&%"$\

$

86

"

T$

&#并根据此结果#将鲍曼不动杆菌菌

株分为
;B/5

基因阳性组$

86

株&和
;B/5

基因阴性组

$

"8

株&*见图
!

*

!!

注!

2

为
*L"&&&

%

!

"

!'

为鲍曼不动杆菌编号

图
!

!!

;B/5

基因扩增结果

/%/

!

药敏试验结果分析
!

收集的鲍曼不动杆菌对临

床上常用的
$

种抗菌药物均有不同程度的耐药#对阿

米卡星'头孢吡肟'亚胺培南和左氧氟沙星的耐药率

分别为
4'%"8\

'

T8%4!\

'

'&%4!\

和
4'%!6\

%多重

耐药率为
4!%$#\

$

'&

"

T$

&#多重耐药菌株中
;B/5

基

因检出率为
4'%'4\

$

$'

"

'&

&%

;B/5

基因阳性组对
$

种抗菌药物耐药率明显高于
;B/5

基因阴性组#差异

均有统计学意义$

F

%

&%&8

&*见表
!

*

表
!

!!

两组对不同抗菌药物的耐药率分析#

\

%

抗菌药物
;B/5

基因阳性组

$

']86

&

;B/5

基因阴性组

$

']"8

&

!

"

F

阿米卡星
T#%6# 8T%## '%&44 &%&!$

头孢吡肟
6&%4$ 4#%6! 6%"&8 &%&&"

左氧氟沙星
T$%48 8'%&& 4%666 &%&&8

亚胺培南
'4%T& $$%&& $%!'6 &%&$!

+

6#$

+

检验医学与临床
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年
"

月第
!'

卷第
$

期
!
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<
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R:.%!'

!

S:%$



'

!

讨
!!

论

!!

作为医院内的条件致病菌#鲍曼不动杆菌目前已

成为临床最主要的致病菌之一#主要引起医院获得性

肺炎'血液感染'腹腔感染'中枢神经系统感染'泌尿

系统感染和皮肤软组织感染等(

8

)

#并且可引起医院内

暴发流行(

'

)

#而且随着多重耐药菌的增加和泛耐药菌

株出现#鲍曼不动杆菌感染的防控已成为临床上非常

棘手的问题*故探讨鲍曼不动杆菌的耐药机制可能

为该菌的预防和控制提供实验室依据*

早在
"&&!

年#法国的
2+QSU9

等(

4

)发现#

+B/7

+Z(

外排系统是造成鲍曼不动杆菌多重耐药的原因

之一#可介导氨基糖苷类'

*

7

内酰胺酶类'氯霉素'乙琥

红霉素和四环素等药物耐药*

2+5(K+S*

等(

$

)发

现#

+B/+Z(

基因成簇排列#分别编码膜融合蛋白'外

排泵蛋白和外膜蛋白#组成三联复合体#受
+B/5X

双

组分系统的精确调节#

;B/5

基因使
;B/+

'

;B/Z

和

;B/(

的表达增强#特别是
;B/Z

的表达增加#外排作用

增强#从而发生细菌耐药*

;B/5

基因插入失活可恢

复耐药株对氨基糖苷类药物和其他外排泵作用底物

的敏感性#提示
;B/5

基因是该系统的核心部分*本

研究
3(5

结果显示#

;B/5

基因在本地区分离的鲍曼

不动杆菌中得到良好扩增#阳性率为
4&%"$\

#略低于

!&

年前林丽等(

T

)的检测结果$

48%6\

&%多重耐药菌株

中
;B/5

基因的检出率为
4'%'4\

#低于川南地区刘恋

等(

6

)的检出水平$

6'%T\

&#但远远高于孙静娜等(

!&

)检

测的河北地区多重耐药鲍曼不动杆菌
;B/5

基因的携

带结果$

#$%#T\

&#说明
+B/+Z(

外排系统的分布存

在明显的地域差异#但同一地区的分布尚趋稳定*

临床药敏试验结果显示#大部分菌株对这
$

种常

用的抗菌药物耐药#对亚胺培南的耐药率为
'&%4!\

#

与全国平均水平基本一致$

86%&\

(

"

)

&#但远远高于
!&

年前林丽等(

T

)检测的鲍曼不动杆菌对亚胺培南和美

罗培南的耐药率$分别为
&%6\

和
!%T\

&#提示川北

医学院附属医院分离的鲍曼不动杆菌对碳青霉烯类

抗菌药物的耐药率上升较快#形势日趋严重#应引起

大家高度重视*

;B/5

基因阳性组中对
$

种抗菌药物

耐药率均明显高于
;B/5

基因阴性组$

F

%

&%&8

&#

;B7

/5

基 因 阳 性 组 对 头 孢 吡 肟 的 耐 药 率 最 高#达

6&%4$\

#

;B/5

基因阴性组对亚胺培南的耐药率最

低#为
$$%&&\

*说明
+B/+Z(

外排系统的存在是鲍

曼不动杆菌耐药尤其是多重耐药的重要原因*而
;B7

/5

阴性组对各抗菌药物的耐药率仍较高#提示本地

区存在的鲍曼不动杆菌还存在其他耐药机制#应待进

一步研究*

综上所述#外排泵基因
;B/5

在川北医学院附属

医院分离的鲍曼不动杆菌中的检出率较高#是引起抗

菌药物多重耐药的重要原因#除加强对鲍曼不动杆菌

的临床控制外#可将外排泵作为潜在的治疗靶点进行

新型药物的研发*
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