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碳青霉烯耐药鲍曼不动杆菌耐药性及多位点序列分型研究'
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!!摘!要!目的!探讨碳青霉烯耐药鲍曼不动杆菌$7@2̀ %的耐药性及多位点序列分型!为医院内感染控制
及临床合理用药提供理论依据&方法!对北京市昌平区医院'-:(,'-:+年临床分离的<(株7@2̀ 进行药物

敏感性试验!分子流行病学研究应用多位点序列分型$Q=CF%技术!Q=CF结果的分析使用H̀ E@CF软件&结
果!<(株7@2̀ 主要来源于痰标本$,-/+D%!主要分布在内科重症监护病房 $**/-D%#呼吸科$:-/*D%#重症
监护病房$,/)D%等"除阿米卡星$,:/<D%#复方磺胺甲唑$<:/+D%#替加环素$<-/-D%外!对其余检测药物
的敏感率均低于)/-D&经扩增得到<种序列型$CF%!以CF'-,$')株!);/'D%#CF:+)$:+株!<-/<D%为主!
其次为CF;*+$'株!</;D%和CF)';$:株!'/:D%"H̀ E@CF分析显示!<种CF都属于克隆复合体+'$77+'%&
结论!大多数抗菌药物对7@2̀ 的耐药率很高!77+'在医院流行播散!临床要重视7@2̀ 感染的预防和

管理&
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!!鲍曼不动杆菌是我国医院内感染的主要条件致
病菌之一!但由于抗菌药物!尤其是碳青霉烯类制剂

的广泛应用!碳青霉烯耐药鲍曼不动杆菌&7@2̀ '的
检出率和耐药性在逐年上升"中国细菌耐药监测研
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究'-:(0'-:,年革兰阴性菌监测报告显示!鲍曼不
动杆菌对大多数被测抗菌药物的耐药率大于(-D!其
中对碳青霉烯类抗菌药物的耐药率约(-D!对多黏菌
素!+替加环素和米诺环素的耐药率低于;-D):*"本
研究主要对7@2̀ 进行药物敏感性&以下简称药敏'
分析和同源性分析!以期为临床治疗和医院内感染控
制提供重要的理论依据"

$!材料与方法

$/$!菌株来源!收集北京市昌平区医院'-:(年:
月至'-:+年:'月从住院和门诊患者分离的鲍曼不
动杆菌'--株!其中7@2̀ 有<(株!'-:(年:'株!

'-:,年:+株!'-:+年:*株!已剔除了同一患者的重
复菌株"所有菌株采用X%?HT'71#5$0?全自动细菌
鉴定及药敏分析系统进行鉴定!确定为鲍曼不动杆
菌"药 敏 试 验 的 质 控 菌 株 为 大 肠 埃 希 菌

2F77')+''+铜绿假单胞菌2F77'(,);和金黄色葡
萄球菌2F77'+':;"

$//!方法

$///$!药敏试验!采用X%?HT'71#5$0?全自动细
菌鉴定及药敏分析系统测定所有7@2̀ 菌株对头孢

替坦+头孢他啶+头孢曲松+头孢吡肟+环丙沙星+左氧
氟沙星+庆大霉素+妥布霉素+复方磺胺甲唑+氨苄
西林$舒巴坦+替加环素+阿米卡星的最低抑菌浓度
&QZ7'"药敏判断参考美国临床和实验室标准化协
会&7=CZ''-:+的判断标准)'*!其中替加环素参照美
国食品和药品管理局&Vb2'判读标准!QZ7&'

&>$#=为敏感!QZ7$,&>$#=为耐药"

$////!bY2提取!采用煮沸法来提取菌株bY2"
取'--&=无菌水加入到无菌管内!取适量新鲜菌落
进行稀释!:--m水浴:-#%6!:'---4$#%6离心:-
#%6!吸取上清液存放在另一干净无菌管中!获得所需
菌株bY2!在 '̂-m冰箱放置保存备用"

$///'!多位点序列分型&Q=CF'!使用\7@扩增检
测鲍曼不动杆菌 Q=CF的(个管家基因>&?2+>84̀ +

>3Ì +4H02+056*-+>5%和451b);*!引物序列见表:"

!!所获\7@产物送北京擎科生物技术有限公司进
行测序"使用鲍曼不动杆菌基因数据库&I??59#$$

5JM#&9?/14>$$M$J#$66%%$'对测序结果进行比对!可
获得各管家基因对应的等位基因编号"再按>&?2"

>84̀">3Ì"4H02"056*-">5%"451b顺序将各菌株管家
基因的等位基因编号进行排列组合!每个组合对应一
个序列型&CF'!用此标识记录每株菌株的分型"如果
查找不到测序结果所对应的CF!经核对后!确认为新
的CF!相关数据上传数据库"最后应用H̀ E@CF 软
件对CF数据开展进化关系分析"

$/'!统计学处理!采用 gI16H?)/*软件统计分析
耐药率"
表:!!鲍曼不动杆菌 Q=CF分型引物序列和产物大小

基因名称 引物序列&)P̂ ;P'
产物大小

&M5'

>&?2"V 22FFF272BFBB7272FF2BBF777 (';

>&?2"@ B72B2B2F2772B72B2B2F2727B

>84̀"V B22FB7FBBFBF27BF2F7B (()

>84̀"@ 27B7F7227BFF72BB2F7F

4H02"V 77FB22F7FF7FBBF22227 <')

4H02"@ BFFF7FBBB7F27722272F227

056*-"V 27FBF27FFB7F722B7 <,-

056*-"@ FF72B7B2FB2F22B22BFBB

451b"V 7F22B7BFF7B77F227F7F :<(+

451b"@ 7F722BF2B7BB7F7FB2FF

>3Ì"V FBB772B772F2BFF27727 (:;

>3Ì"@ 2FB7FFFBFF2FBBBBB772

>5%"V B222FFF77BB2B7F72722 ;,*

>5%"@ F72BB2B722F2777727F7

/!结!!果

//$!菌株基本特征!<(株7@2̀ 标本类型以痰液

&;,株!,-/+D'为主!其余为全血&<株!,/)D'+肺泡
灌洗液&;株!*/<D'+分泌物&:株!'/:D'和脑脊液
&:株!'/:D'"从男性患者中分离的菌株居多!分离
自男性的有'(株!占)(/<D%分离自女性的有'-株!
占<'/*D"从老年患者中分离的菌株居多!<:株分
离自$*)岁的患者!占,(/'D%*株分离自;,##*)
岁的患者!占:'/,D"'-:(0'-:+年检出的鲍曼不
动杆菌中7@2̀ 占比逐年上升!由'-:(年的:,/'D
增加到'-:+年的',/:D!主要分布在内科重症监护
病房)**/-D&;:$<('*+呼吸科):-/*D&)$<('*+重症
监护病房),/)D&<$<('*!不同年份7@2̀ 占比及来

源科室分布情况见表'"

表'!!'-:(̂ '-:+年7@2̀ 占比及来源科室分布情况

年份&年'
鲍曼不动

杆菌&*'
7@2̀
)*&D'*

来源科室分布&*'

内科重症监病房 呼吸科 重症监护病房 肿瘤科 综合内科 心内二科 骨二科 中医科

'-:( ** :'&:,/'' , : : : 0 0 0 :
'-:, (( :+&'</(' :' : ; 0 : : : 0

'-:+ )( :*&',/:' :: ; 0 : : 0 0 0
合计 '-- <(&';/)' ;: ) < ' ' : : :

!!注#0表示无数据"
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///!药敏试验结果!检出的7@2̀ 对头孢替坦+头
孢他啶+头孢曲松+头孢吡肟+环丙沙星完全耐药!对
氨苄西林$舒巴坦+庆大霉素+妥布霉素+左氧氟沙星+
复方磺胺甲唑的耐药率在)-D以上!见表;"

表;!!<(株7@2̀ 药敏试验结果$D%

抗菌药物 耐药 中介 敏感

头孢替坦 :--/- -/- -/-

头孢他啶 :--/- -/- -/-

头孢曲松 :--/- -/- -/-

头孢吡肟 :--/- -/- -/-

环丙沙星 :--/- -/- -/-

氨苄西林$舒巴坦 +(/< '/* -/-

庆大霉素 +)/; '/; '/;

妥布霉素 +;/- '/; </(

左氧氟沙星 ,:/< :*/; '/;

复方磺胺甲唑 ),/: -/- <:/+

替加环素 <-/- '-/- <-/-

阿米卡星 :,/* -/- ,:/<

//'!Q=CF分型结果!经Q=CF分析获得<种CF!
其中CF'-,和CF:+)为主要分型!分别占);/'D&')
株'和<-/<D&:+株'!其次为CF;*+&</;D!'株'和

CF)';&'/:D!:株'!未发现新的CF!CF位点信息见
表<"H̀ E@CF分析得到一个同分型组!见图:!发现
这<种CF均属于克隆复合体+'&77+''!对<种CF
的管家基因进行对比!发现相差仅一个管家基因&>5%'
或两个管家基因&>&?2+>5%'!CF'-,为各CF共同的
祖先!其相互之间亲缘关系很近"
表<!!'-:(*'-:+年分离的7@2̀ 标本CF位点信息

CF >&?2 >84̀ >3Ì 4H02 056*- >5% 451b

'-, : ; ; ' ' +( ;

:+) : ; ; ' ' +* ;

;*+ : ; ; ' ' :-* ;

)'; ;; ; ; ' ' )- ;

图:!!H̀ E@CF软件分析结果图

'!讨!!论

!!近年来!临床上分离的重要耐药细菌!尤其是以
革兰阴性杆菌为主的多重耐药细菌的检出率在快速

上升!为临床抗感染治疗带来了巨大的威胁和挑
战)<")*"'-:(年世界卫生组织&gNA'根据对新型抗
菌药物的迫切需求程度!发表了首份抗菌药物耐药

.重点病原体/清单!其中7@2̀ 被列为.极为重要/的
新型抗菌药物研发重点病原体之一!其对人类生命健
康已构成极大的威胁)**"

本研究收集的'--株非重复鲍曼不动杆菌中

7@2̀ 占比从'-:(年的:,/'D增长到'-:+年的

',/:D!呈逐年增长的趋势!但低于李荷楠等)(*+张瑞
玲等),*的报道"<(株7@2̀ 标本类型来源广泛!其
中呼吸道标本&痰液'占比最高&,-/+D'!呼吸系统是
北京市昌平区医院收治患者的7@2̀ 主要感染部位!
与相关文献报道一致),":-*"7@2̀ 临床科室来源以内

科重症监护室 &**/-D'为主!主要是感染免疫力低下
的危急重症老年患者!也与相关报道相符),"+*"本研
究发现!7@2̀ 不仅对碳青霉烯类抗菌药物耐药!对
其他'"内酰胺类药物及含酶抑制剂复合抗菌药物的
耐药率也很高"<(株7@2̀ 的药敏试验结果显示!
其对临床常用的头孢替坦+头孢他啶+头孢曲松+头孢
吡肟+环丙沙星+氨苄西林$舒巴坦+庆大霉素+妥布霉
素+左氧氟沙星等抗菌药物均具有极高的耐药率%对
替加环素的耐药率为<-/-D!也应引起足够的重视"
姚丹玲等)::*研究指出!替加环素联合其他抗菌药物治
疗7@2̀ 感染并没有明显减少患者',3的病死率!
这些都给临床治疗带来了极大困难"由于危重症患
者长期卧床+住院且多为高龄!呼吸道经常有大量细
菌定植!临床医生应合理选用抗菌药物!根据患者的
临床症状+实验室指标+影像学表现等综合分析来自
呼吸道标本的7@2̀ 是致病菌还是定植菌!以减少不
恰当的治疗措施%同时!实验室工作人员必须通过涂
片及染色正确评价呼吸道标本的质量!严格拒收不合
格标本!多进行微生物标本送检知识的宣传!提高临
床医生无菌体液标本的送检意识"

Q=CF是基于核酸序列进行细菌分型的方法!其
操作比较简单!重复性也高!对长时期和大范围的同
源性分析非常适用):'*"本研究经 Q=CF共获得<种

CF!其中以CF'-,和CF:+)为主!分别占);/'D和

<-/<D!均属于77+'!且暂未发现新的克隆菌株"根
据报道!7@2̀ 最主要的克隆复合体是77+'!在全球
范围内广泛流行!在我国多个地区和不同医院也有分
离):;":<*"不同CF在国内分布呈现地理差异性!77+'
克隆复合体的传播可跨地区!具有极强的耐药性!这
些菌株还可以在临床抗菌药物压力下继续存在!有极
强的院内流行传播能力!研究7@2̀ 分离株的分子流

行病学对于预防医院内感染暴发尤为重要):)*"每个
地区除了要预防本地流行菌株的暴发外!防止外来流
行克隆株的入侵同样是重点关注的方向"

鲍曼不动杆菌的耐药机制众多!包括产生各种'"
内酰胺酶+外排基因的过度表达+膜通透性的下降+水
解酶的产生+生物膜的形成等):**!如此复杂的耐药机
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制是7@2̀ 在院内迅速传播的原因之一!这也是今后
要持续研究探索的方向"

综上所述!北京市昌平区医院检出的鲍曼不动杆
菌中7@2̀ 的占比逐年升高!耐药形势不容乐观!定
期进行流行病学监测有助于了解7@2̀ 感染暴发流

行的实际情况!能更好地为临床诊治提供可靠的依
据!有利于医院内感染防控措施的制订与执行"
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