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桂西地区耐碳青霉烯类鲍曼不动杆菌耐药情况和

%

>

内酰胺酶基因分型分析"

陆青兰!韦必晓!李
!

皇&

!张耀平

"广西壮族自治区百色市人民医院检验科
!

A&&%%%
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摘
!

要"目的
!

探讨桂西地区临床分离鲍曼不动杆菌的耐药情况和碳青霉烯耐药菌株的
%

>

内酰胺酶基因

分型!为临床抗感染治疗和耐药性控制提供参考%方法
!

收集该院临床感染患者标本培养分离出的鲍曼不动

杆菌
A"'

株%采用
S>*

纸片扩散法测定其对
!$

种抗菌药物的耐药性#提取细菌
YV+

进行
?,E

扩增!检测耐

碳青霉烯类鲍曼不动杆菌的基因分布情况%结果
!

A"'

株鲍曼不动杆菌对亚胺培南的耐药率为
!!#'a

"

'!

'

A"'

$!对氨苄西林'舒巴坦&哌拉西林'他唑巴坦&头孢他啶&头孢噻肟&头孢曲松&头孢哌酮'舒巴坦&头孢吡

肟&美罗培南&阿米卡星&庆大霉素&环丙沙星&左氧氟沙星均有不同程度的耐药%

'!

株耐碳青霉烯类鲍曼不动

杆菌对上述抗菌药物全部耐药!均能检测到
%
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内酰胺酶基因%鲍曼不动杆菌基因
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阳性率分别为
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!未检出的基因为
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%结论
!

桂西地区患者感染

的鲍曼不动杆菌耐药形势严峻!耐碳青霉烯类菌株能产生不同类型
%
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内酰胺酶基因!其中以
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&
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内酰胺酶#
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鲍曼不动杆菌是一种革兰阴性非发酵菌#广泛分

布于自然界)人体和医院中'

!

(

+随着
%

>

内酰胺类抗菌

药物的大量使用和选择性压力的不断增加#多重耐药

鲍曼不动杆菌的分离率逐年上升#已成为医院内感染

的重要病原体之一'

"

(

+有研究者连续
D

年对鲍曼不

动杆菌的耐药性变迁进行追踪发现#该病菌对亚胺培

*
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检验医学与临床
"%!F

年
'

月第
!'

卷第
!"

期
!

T@7(3N,8H6

!

=P63"%!F

!

U98#!'

!

V9#!"

"

基金项目!广西壮族自治区百色市人民医院基金项目$
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作者简介!陆青兰#女#主管技师#主要从事微生物分子诊断方面的研究+

!

&

!

通信作者#
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南的耐药率从
"%%A

年的
Aa

上升至
"%!!

年
CDa

#有

显著的上升趋势'

&

(

+临床各科室特别是重症监护病

房)脑外科)呼吸科)骨伤科等都已有鲍曼不动杆菌耐

药株病例#特别是耐碳青霉烯类鲍曼不动杆菌对目前

的几乎所有抗菌药物耐药#给患者的临床治疗带来很

大的困难+本研究旨在了解本院耐碳青霉烯类鲍曼

不动杆菌耐药的情况及其与
%

>

内酰胺类耐药基因的

相关性#为临床抗感染治疗和耐药性控制提供参考+

$

!

资料与方法

$#$

!

一般资料
!

选择本院
"%!&

年
!

月至
"%!A

年
!"

月临床标本分离的鲍曼不动杆菌共
A"'

株#所有菌株

均经
U;G1S">,9.

J

@K4

全自动微生物鉴定系统鉴

定#其中耐碳青霉烯类鲍曼不动杆菌共
'!

株$剔除重

复分离自同一患者菌株&+

'!

例耐碳青霉烯类鲍曼不

动杆菌感染者中男
$C

例#女
!A

例%年龄
!

"

C$

岁#中

位年龄
AA#'

岁%菌株来自痰液标本
$A

例#创面
!%

例#尿液
'

例%来自颅脑外科
!%

例#重症监护病房
$%

例#呼吸内科
!

例#骨外科
!

例#肛肠外科
'

例#康复

科
"

例#感染科
!

例+经
U;G1S">,9.

J

@K4

药敏系

统与
S>*

纸片扩散法确认菌株均对亚胺培南或者美

罗培南耐药+

$#/

!

方法

$#/#$

!

药敏试验
!

药敏试验采用
S>*

纸片扩散法%

质控菌株为大肠埃希菌
+G,,"AF""

)铜绿假单胞菌

+G,,"DCA&

#均购自原卫生部临床检验中心+结果判

断根据
"%!A

年美国临床和实验室标准协会$

,TWT

&

制定的标准判断结果+

(/

琼脂和药敏纸片分别为

安图生物科技有限公司和英国
h̀̀ ;Y

公司产品+

$#/#/

!

细菌
YV+

模板制备
!

采用上海生工
YV+

提取试剂盒#挑选纯培养菌落置于
%#A.T

离心管内

$内置
A%

!

T

裂解液和蛋白酶
S

的混合物&#在
?,E

仪上
AA[

消化
!M

后
FA[

水浴
!%.H6

#以破坏裂解

液内的蛋白酶
S

#随后每管补充
"%%

!

T

蒸馏水#得到

YV+

模板液#置于
Z"%[

冰箱保存备用+

$#/#'

!

基因检测
!

采用
?,E

法检测各
%

>

内酰胺酶

基因#包括
G1(

)

?1E

)

W/U

)

,Gh>(>!

)

,Gh>(>"

)

+.

J

K

)

+Y,

)

h̀+>"&

)

h̀+>"$

)

VY(>!

)

;(?

)

U;(

)

h̀+>A!

)

h̀+>AC

#靶基因引物序列见表
!

+各靶基因

?,E

引物序列和阳性对照
YV+

均由上海生工生物

工程股份有限公司提供#总反应体积
"A

!

T

$其中模板

液
A

!

T

&+

?,E

扩增热循环参数!

FA[

预变性
".H6

#

FA['%-

#

AA[ '%-

#

D" [ '%-

#

&A

个循环#最后

D"[

延伸
".H6

+扩增产物经
"a

琼脂糖凝胶电泳#

之后在紫外凝胶电泳成像仪下观察记录结果+

表
!

!!

靶基因
?,E

引物序列及扩增结果#

(b'!

株$

目的基因 引物序列$

A)

)

&)

& 产物长度$

7

J

& 退火温度$

[

&

G1( ?! +G++++GG,GGX++X+,X+++ !%C% AA

?" X+,+XGG+,,++GX,GG++G,+

?1E ?! +GX++GXG,+GG+G++++X, F"A $A

?" ++GGGXXX,GG+XXX,+X++

W/U ?! XXGG+GX,XGG+G+G,X,, C'A AA

?" GG+X,XGGX,,+XGXGG,

,Gh>(>! ?! ,+X,X,GGGGX,,XG,G++X F$' A%

?" XX,,,+GXXGG++++++G,+,GX,

,Gh>(>" ?! +GX+GX+,G,+X+X,+GG,X C'' AA

?" GXXXGG+,X+GGGG,X,,X,

+.

J

K ?! ,X+,+X,+XXGXX+G A!& A!

?" XXGG++XXGGXX,+GX

+Y, ?! XXG+GXX,GXGXXXGXGG+GG, $$A A$

?" ,G++X+,GGXXG,X+++XXG

h̀+>"& ?! X+GXGXG,+G+XG+GG,XG,XG !%AC A%

?" G,+,++,++,G++++X,+,GXG

h̀+>"$ ?! GG+++GX+GG,,++X+GGGG,G+X, !%AC A%

?" +GX++++++GGG+G+,GG,,G+G+GG,+X,

VY(>! ?! XX,XX++GXX,G,+G,+,X+ "CD $A

?" ,X,++,+,+X,,GX+,GGG,

;(? ?! ,+GXXGGGXXGXXGG,GGXG 'DC A%

*

'''!

*

检验医学与临床
"%!F

年
'

月第
!'

卷第
!"

期
!

T@7(3N,8H6

!

=P63"%!F

!

U98#!'

!

V9#!"



续表
!

!!

靶基因
?,E

引物序列及扩增结果#

(b'!

株$

目的基因 引物序列$

A)

)

&)

& 产物长度$

7

J

& 退火温度$

[

&

?" +G++GGGXX,XX+,GGGXX,

U;( ?! +GGXXG,G+GGGX+,,X,XG, DC% A%

?" GX,G+,G,++,X+,GX+X,X

h̀+>A! ?! G++GX,GGGX+G,XX,,GGX &A& A%

?" GX,+GGX,+,GG,+G,GGXX

h̀+>AC ?! ++XG+GGXXXX,GGXGX,GX C$& AA

?" ,,,,G,GX,X,G,G+,+G+,

$#/#1

!

阳性基因测序
!

选择各基因阳性产物
!

"

"

株#委托上海生工生物工程股份有限公司使用美国应

用生物系统公司的
+*T&D&%

型毛细管全自动测序仪

进行测序+

$#/#2

!

测序结果比对分析
!

采用
,M59.@-

读序工具

软件#所得测序结果采用
,M59.@-

直接作
*T+WG

比

对分析+

/

!

结
!!

果

/#$

!

药敏试验分析结果
!

所分离
A"'

株鲍曼不动杆

菌和耐碳青霉烯类鲍曼不动杆菌的药敏情况见表
"

+

表
"

!!

A"'

株鲍曼不动杆菌药敏试验结果#

a

$

抗菌药物
受试菌株$

(bA"'

&

耐药率 中介率

耐碳青霉烯类鲍曼

不动杆菌$

(b'!

&

耐药率 中介率

W+( "%#D $#% C$#A !$#$

Gd? !'#F $#$ C%#C !'#"

,+d "$#% C#' FF#% %#%

,Gh &%#C ""#" C'#A !&#A

,È "'#C A&#' !%%#% %#%

W,< C#% $#% A'#A !%#'

<1? "%#A A#D CF#F !%#!

;?( !!#' %#% !%%#% %#%

(1( !!#' %#% !%%#% %#%

+(S !D#A !#& C!#& F#F

X1V "$#& %#$ FC#% "#%

,;? "A#A %#C FF#% %#%

TUh "&#% !#! F$#F %#%

(/ $#" %#C !C#A !#A

!!

注!

W+(

为氨苄西林"舒巴坦#

Gd?

为哌拉西林"他唑巴坦#

,+d

为头孢他啶#

,Gh

为头孢噻肟#

,È

为头孢曲松#

W,<

为头孢哌酮"舒

巴坦#

<1?

为头孢吡肟#

;?(

为亚胺培南#

(1(

为美罗培南#

+(S

为

阿米卡星#

X1V

为庆大霉素#

,;?

为环丙沙星#

TUh

为左氧氟沙星#

(/

为米诺环素

/#/

!

耐药基因检测
!

对
'!

株耐碳青霉烯类鲍曼不

动杆菌的耐药基因进行检测#每株耐药菌株均能检出

不同类型的
%

>

内酰胺酶基因+结果显示#

+Y,

)

h̀+>

A!

)

+.

J

K

)

h̀+>"&

)

G1(

)

,Gh>(>"

)

?1E

)

W/U

)

VY(>!

阳性率分别为
F'#D%a

)

FA#%Ca

)

FA#%Ca

)

D"#!&a

)

AC#%%a

)

&#"Ca

)

!#'$a

)

!#'$a

)

!#'$a

#

未检出的基因为
h̀+>"$

)

h̀+>AC

)

,Gh>(>!

)

;(?

)

U;(

+

在
'!

株耐碳青霉烯类鲍曼不动杆菌中#

A%

株检

出
h̀+>A!

基因#

"'

株检出
h̀+>"&

基因#同时携带

h̀+>A!

和
h̀+>"&

基因的有
!%

株+

对各类酶基因阳性株
?,E

产物进行
YV+

测序#

并进行
*T+WG

比对分析#均与
X367@6R

中已登记的

序列一致+

'

!

讨
!!

论

!!

鲍曼不动杆菌具有很强的生存适应能力#由于抗

菌药物选择性压力#其很快发展成为一种多重耐药

菌+有研究发现#桂西地区鲍曼不动杆菌对头孢他啶

耐药率为
!#%a

#对庆大霉素耐药率为
!C#Fa

#然而

未发现亚胺培南耐药株的存在'

$

(

+本研究中发现鲍

曼不动杆菌亚胺培南耐药株的存在#且对亚胺培南的

耐药率为
!!#'a

+除此之外#本研究还发现鲍曼不动

杆菌对
Gd?

)

W,<

耐药率分别为
!'#Fa

和
C#%a

#对

,+d

耐药率为
"$#%a

#对
+(S

和
X1V

耐药率分别

为
!D#Aa

和
"$#&a

#对
TUh

耐药率为
"&#%a

#对其

他
%

>

内酰胺类抗菌药物耐药率均在
"%#%a

以上+上

述结果表明#鲍曼不动杆菌对氨基糖苷类抗菌药物耐

药率保持在较低水平#

,+d

耐药率较高+此外#本研

究还发现#耐碳青霉烯类鲍曼不动杆菌除对
(/

和

W,<

耐药率分别为
!C#Aa

和
A'#Aa

外#对其他
%

>

内

酰胺类抗菌药物耐药率高达
C%#%a

以上#对
X1V

耐

药率更高达
FC#%a

#耐药率远高于非碳青霉烯耐

药株+

鲍曼不动杆菌耐药机制非常复杂#且耐药种类繁

多#临床治疗十分困难+已有文献报道#鲍曼不动杆

菌的耐药机制涉及药物灭活酶和修饰酶的结合)细胞

外膜通透性的改变)抗菌药物作用靶位改变)生物膜

的形成)主动外排泵的表达及耐碳青霉烯酶的产生

等'

A

(

+碳青霉烯酶是指能够水解
;?(

和
(1V

的一

种
%

>

内酰胺酶#包括
;(?

)

U;(

型金属酶和苯唑西林

酶#以及新型金属酶
VY(>!

'

A>'

(

+与这些研究相似的

是#本研究所有菌株均未检出
;?(

与
U;(

金属酶基
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因#但检出了
!

例携带有
VY(>!

金属酶和超广谱

,Gh>(>"

基因的菌株#该菌株为来自神经内科患者

的尿液分离标本+国内东部地区在耐碳青霉烯酶鲍

曼不动杆菌中检测出
VY(>!

基因#该基因是一种新

型超级耐药基因并能编码水解除氨曲南以外所有
%

>

内酰胺酶类抗菌药物的高效酶#携带有
VY(>!

基因#

表现为泛耐药'

D>C

(

+虽然全球范围内该菌检出率不

高#但因
VY(>!

超级细菌可以通过质粒在细菌间自

由复制)移动和传播#在细菌之间传递#在人员之间接

触传播#其水平传播能力很强#甚至可引起院内的感

染流行'

F>!"

(

+本地区检出
VY(>!

说明其不存在地域

限制#需要引起足够重视+

耐碳青霉烯类鲍曼不动杆菌携带有大量的
%

>

内

酰胺酶类耐药基因#如
G1(

)

+Y,

)

h̀+>"&

和
h̀+>

A!

基因等#且鲍曼不动杆菌的各耐药基因之间有着极

其密切的关系#不排除其他耐药机制或耐药基因的存

在#比如
h̀+>''

)

Y/+

基因等'

!&

(

+

G1(

基因是产

超广谱
%

>

内酰胺酶菌株最常见的基因型#主要引起细

菌对青霉素类抗菌药物的耐药#超广谱
%

>

内酰胺酶的

广泛存在与头孢菌素耐药性密切相关+而鲍曼不动

杆菌的
+Y,

基因来自特殊的
%

>

内酰胺酶家族#也是

所有鲍曼不动杆菌固有的染色体编码的
+.

J

K

酶#与

头孢菌素类和碳青霉烯类抗菌药物耐药性密切相

关'

!$

(

+虽 然 本 研 究 中
h̀+>A!

的 检 出 率 高 达

FA#%Ca

#但
h̀+>A!

基因被认为是鲍曼不动杆菌的

固有基因#与碳青霉烯类抗菌药物耐药性并不相

关'

!A

(

#因此本地区碳青霉烯酶耐药基因型应以
h̀+>

"&

为主#其分离阳性率为
D"#!&a

#与国内多数报道

相一致'

!'>!D

(

+

本研究中耐碳青霉烯类鲍曼不动杆菌检出以重

症监护病房为主#可能与重症监护病房患者免疫力

低)常患有严重的基础疾病)长期使用抗菌药物)接受

有创治疗等有关+因此#对于免疫力低下的易感人

群#尤其是医疗器械和传播媒介等#应加强消毒隔离

管理#还要尽量减少侵入性操作#以防止鲍曼不动杆

菌在医院的感染及交叉传播+对于鲍曼不动杆菌的

感染应尽可能进行培养鉴定#合理选用敏感抗菌药物

治疗%如果检测出全耐药菌株#应立即停止用药#采用

支持治疗#提高患者免疫力#避免抗菌药物的过度使

用#影响正常菌群+
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