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　　摘　要：目的　研究临床分离的多药耐药鲍氏不动杆菌氨基糖苷类修饰酶基因分子流行病学。方法　采用ＰＣＲ方法对２２

株多药耐药鲍氏不动杆菌氨基糖苷类耐药相关基因，氨基糖苷类修饰酶基因ＡＡＣ（３）Ｉａ、ＡＡＣ（３）ＩＩａ、ＡＡＣ（６）Ｉｈ、ＡＡＣ（６）Ｉｂ

等耐药基因的进行检测分析。结果　２２株多药耐药鲍氏不动杆菌均携带 ＡＡＣ（６）Ｉｂ型基因（１００％），有１９株分离株携带了

ＡＡＣ（３）Ｉａ型基因（８６．３％）。结论　研究表明，携带氨基糖苷类修饰酶耐药基因是导致本组多药耐药鲍氏不动杆菌氨基糖苷类

抗生素耐药重要机制。
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　　鲍氏不动杆菌为条件致病菌，近年来已成为医院感染的重

要致病菌［１］。为了研究临床分离的多药耐药鲍氏不动杆菌

（ＭＤＲＡＢ）氨基糖苷类修饰酶基因分子流行病学。采用ＰＣＲ

方法对２０１０年８月至２０１１年８月临床分离的２２株 ＭＤＲＡＢ

氨基糖苷类修饰酶基因 ＡＡＣ（３）Ｉａ、ＡＡＣ（３）ＩＩａ、ＡＡＣ（６）

Ｉｈ、ＡＡＣ（６）Ｉｂ等耐药基因的进行检测分析。

１　材料与方法

１．１　菌株来源及鉴定　收集２０１０年８月至２０１１年７月本院

临床 分 离 ＭＤＲＡＢ２２ 菌 株。应 用 法 国 ｂｉｏＭéｒｉｅｕｘ 公 司

ＡＰＩ２０ＮＥ试纸条和西门子公司的 ＷａｌｋＡｗａｙ４０进行细菌鉴

定。同时用大肠埃希菌 ＡＴＣＣ２５９２２和铜绿假单胞菌 ＡＴＣＣ

２７８５３作为室内质控的标准菌株。

１．２　药敏试验　药敏试验为肉汤稀释法。采用西门子公司的

ＷａｌｋＡｗａｙ４０测定１１种抗菌药物的敏感性，分别为头孢他啶

（ＣＡＺ）、环丙沙星（ＣＩＰ）、亚胺培南（ＩＭＰ）、庆大霉素（ＧＥＮ）、阿

米卡星（ＡＭＫ）、头孢吡肟（ＦＥＰ）、头孢噻肟（ＣＴＸ）、头孢哌酮／

舒巴坦（ＣＳＦ）、复方新诺明（ＳＸＴ）、美罗培南（ＭＥＭ），结果判

读根据ＣＬＳＩ２０１１年版标准进行判读。采用 ＷＨＯＮＥＴ５．４

进行数据分析。

１．３　ＰＣＲ扩增模板制备　细菌处理 将分离菌株接种于ＬＢ

液体培养基（ｂｅｙｏｔｉｍｅ、ＳＴ１５６），并培养２４ｈ，取１．５ｍＬ培养

过夜的菌液，１３０００ｒ／ｍｉｎ离心３０ｓ，接着使用北京赛百盛的

树脂型ＴＭ基因组ＤＮＡ提纯试剂盒，参照说明书提取分离株

的ＤＮＡ，最后将提取的ＤＮＡ于－２０℃冰箱保存备用。

１．４　基因检测均为ＰＣＲ法　分别向ＥＱ２．２２５ＰＣＲ反应体

系管里面加入上游引物、下游引物各１μＬ（各种靶基因 ＡＡＣ

（３）Ｉａ、ＡＡＣ（３）ＩＩａ、ＡＡＣ（６）Ｉｈ、ＡＡＣ（６）Ｉｂ基因的引物序

列［８］目的片段的长度见表１），ＤＮＡ 模板液３μＬ，ｄｄＨ２Ｏ

２０μＬ。ＰＣＲ循环条件：９５℃预变性５ｍｉｎ，变性９５℃２０ｓ、退

火５９℃４０ｓ、延伸７２℃６０ｓ，循环３５个周期，最后延伸７２℃

５ｍｉｎ。ＰＣＲ产物分析 ，运用１．５％的琼脂糖胶进行电泳，电压

为８０Ｖ，时间为４０ｍｉｎ，使用凝胶成像系统观察凝胶，并拍照

记录结果。

表１　　氨基糖苷类修饰酶基因ＰＣＲ引物系列

基因 引物序列 目的片段（ｂｐ）

ＡＡＣ（３）Ｉａ
Ｐ１

Ｐ２

ＧＡＣＡＴＡ ＡＧＣＣＴＧＴＴＣＧＧＴＴ

ＣＴＣＣＧＡＡＣＴＣＡＣＧＡＣＣＧＡ
３７２

ＡＡＣ（３）Ⅱａ
Ｐ１

Ｐ２

ＡＴＧＣＡＴＡＣＧＣＧＧＡＡＧＧＣ

ＴＧＣＴＧＧＣＡＣＧＡＴＣＧＧＡＧ
８２２

ＡＡＣ（６）Ｉｈ
Ｐ１

Ｐ２

ＴＧＣＣＧＡＴＡＴ ＣＴＧＡＡＴＣ

ＡＣＡＣＣＡＣＡＣＧＴＴＣＡＧ
４０７

ＡＡＣ（６）Ｉｂ
Ｐ１

Ｐ２

ＴＡＴ ＧＡＧＴＧＧＣＴＡＡＡＴＣＧＡＴ

ＣＣＣＧＣＴＴＴＣＴＣＧＴＡＧＣＡ
３９５

２　结　　果

２．１　药敏试验结果　２２株鲍氏不动杆菌对常用抗菌素药物

的药敏率见表２。
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表２　　２２株鲍氏不动杆菌对常用抗菌素药物的药敏率

抗菌药物

耐药

株数

（狀）

耐药率

（％）

中介

株数

（狀）

中介率

（％）

敏感

株数

（狀）

敏感率

（％）

头孢他啶 ２２ １００．０ ０ ０．０ ０ ０．０

环丙沙星 ２２ １００．０ ０ ０．０ ０ ０．０

亚胺培南 １１ ５０．０ ７ ３１．８ ４ １８．２

庆大霉素 ２２ １００．０ ０ ０．０ ０ ０．０

阿米卡星 ２２ １００．０ ０ ０．０ ０ ０．０

头孢吡肟 ２２ １００．０ ０ ０．０ ０ ０．０

头孢噻肟 ２２ １００．０ ０ ０．０ ０ ０．０

头孢哌酮／舒巴坦 １２ ５４．６ ７ ３１．８ ３ １３．５

磺胺甲唑／甲氧苄啶 ２２ １００．０ ０ ０．０ ０ ０．０

美罗培南 ９ ４０．９ ８ ４０．９ ５ ２２．７

　　Ｍ：相对分子质量标志；从上而下分别是１５００、１０００、９００、８００、

７００、６００、５００、４００、３００、２００、１００ｂｐ；Ｎ：阴性对照；数字：分离株编号。

图１　　ＰＤＲＡｂ携带的ＡＡＣ（６）Ｉｂ基因的琼脂糖

凝胶电泳图谱

　　Ｍ：相对分子质量标志；从上而下分别是１５００、１０００、９００、８００、

７００、６００、５００、４００、３００、２００、１００ｂｐ；Ｎ：阴性对照；数字：分离株编号。

图２　　ＰＤＲＡｂ携带的ＡＡＣ（３）Ｉａ基因的琼脂糖

凝胶电泳图谱

２．２　ＭＤＲＡＢ氨基糖苷类修饰酶基因检测结果　２２株

ＭＤＲＡＢ均携带ＡＡＣ（６）Ｉｂ型基因（１００％），有１９株分离株

携带了ＡＡＣ（３）Ｉａ型基因（８６．３％）。ＡＡＣ（３）ＩＩａ、ＡＡＣ（６）

Ｉｂ等修饰酶基因均为阴性。见图１、图２。

３　讨　　论

氨基糖苷类药物因抗菌谱广、疗效显著，在临床医学和畜

牧兽医业得到广泛应用，因此研究氨基糖苷类修饰酶基因是否

是本院鲍氏不动杆菌对氨基糖苷类的耐药主要机制，对了解鲍

氏不动杆菌的耐药现象具有一定的可行性。２２株 ＭＤＲＡＢ对

阿米卡星、庆大霉素等氨基糖苷类药物不敏感，不敏感率达到

１００％。研究表明，携带氨基糖苷类修饰酶耐药基因是导致本

组多药耐药鲍氏不动杆菌是氨基糖苷类抗生素耐药重要机制。

氨基糖苷类修饰酶按功能可分成乙酰转移酶、磷酸转移酶、核

苷转移酶３大类，其中前者最常见
［２］。实验结果显示，ＡＡＣ

（６）Ｉｂ、ＡＡＣ（３）Ｉａ氨基糖苷类修饰酶编码基因携带率分别

为，１００％、８６．３％，且２２株 ＭＤＲＡＢ却对两类氨基糖苷类药物

全部耐药，这说明本组 ＭＤＲＡＢ对氨基糖苷类药物的全耐药

与携带ＡＡＣ（３）Ｉａ、ＡＡＣ（６）Ｉｂ修饰酶基因相关。其中 ＡＡＣ

（３）Ｉａ、ＡＡＣ（６）Ｉｂ两种基因已在本组 ＭＤＲＡＢ中流行
［３］。
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中一条杂合序列与最相近 ＨＬＡＢ２７３３亚型存在２个碱基

差异，但具体的杂合型别还有待进一步研究。

总之，应用ＰＣＲＳＳＰ法进行 ＨＬＡＢ２７检测，虽然面对新

增加的ＨＬＡＢ２７基因具有一定的局限性，但较其他ＨＬＡＢ２７

检测方法，具有样本要求低、检测效率等优点，故可适用于

ＨＬＡＢ２７的临床检测需要。
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