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摘
!

要"目的
!

分析爆炸伤患者临床分离鲍曼不动杆菌"

+I

#的耐药性和同源性!了解
+I

的耐药性特点及感染流行状况$方

法
!

收集爆炸伤患者临床分离的
1"

株
+I

!采用纸片扩散法测定菌株对常用抗菌药物的敏感性&采用脉冲场凝胶电泳分析菌株间

的遗传相关性$结果
!

药敏试验结果显示'

1"

株
+I

呈现出高耐药率及多重耐药的特点!其对替加环素和米诺环素的耐药率最

低!分别为
""0#2

和
9/0%2

$

1"

株多重耐药
+I

共分为
/

种基因型'其中
+

型
!#

株!为主要流行型别&

P

型
"%

株%

'

型
1

株%

X

型
9

株%

-

型
/

株%

[

型为
$

株%

T

型
9

株%

,

型
"

株$存在较高的同源性$结论
!

爆炸伤患者检出的
+I

具有多重耐药性!可能在

地区间存在以克隆株的形式播散!应该引起高度重视$

关键词"爆炸伤&

!

鲍曼不动杆菌&

!

多重耐药&

!

同源性分析
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鲍曼不动杆菌$

+I

%是专性需氧的非发酵革兰阴性杆菌#

广泛分布于自然界'

"

(

)已经成为医院感染的最常见病原体之

一)

+I

在医院环境内长时间生存#可广泛定植于物品表面+患

者开放的气道#以及患者与医务人员的皮肤#成为医院感染预

防控制的重要挑战#并常造成医院感染的暴发)粉尘爆炸#指

悬浮于空气中的可燃性粉尘颗粒物在爆炸极限范围内#接触到

点火源$如明火+电火花+放电%时发生的爆炸'

!

(

)爆炸释放大

量的热#形成高温和强压#可导致范围内的人员发生严重皮肤

和呼吸道烧伤'

$

(

)

!%"9

年
/

月
!

日江苏某地发生粉尘爆炸#

伤员收治于江苏多所医院的重症监护室$

)'*

%#由于病情严

重#患者住院治疗时间较长#后期陆续出现
+P

感染#给患者康

复和临床治疗带来很大困难)因此#笔者对爆炸伤患者感染多

重耐药
+I

菌株的耐药性及同源性进行研究分析#以期为预防

和控制
+P

感染提供实验室数据参考)

@

!

材料与方法

@0@

!

菌株来源
!

!%"9

年
/

#

.

月苏州+无锡+昆山+常州+南通

等地区医院
)'*

临床分离的
1"

株
+I

#剔除同一患者的重复

分离株#其中苏州地区
!.

株+无锡地区
#

株+南通地区
"$

株+

昆山地区
!

株+常州地区
"!

株)所收集的菌株均经过
+:P

$!TZ

鉴定条$法国生物梅里埃公司%鉴定及确认)菌株分离

自痰液+伤口分泌物+血液+尿液+导管头等标本)

@0A

!

仪器与试剂
!

:@

_

XZ+

聚合酶+

"%`

缓冲液$含镁离

子%+脱氧核糖核苷三磷酸$

JZ:&5

%均购自日本
:@O@(@

公司&

脉冲场凝胶电泳$

&[T-

%琼脂糖购自美国
P4;8(@J

公司产品&

+

H

@

!

内切酶购自美国
[=BF=6>@5

公司&蛋白酶
O

购自美国

S=BEC

公司&聚合酶链式反应$

&'(

%扩增仪购自美国
&-

公司&

十二烷基肌氨酸钠+乙二胺四乙酸$

-X:+

%+三羟甲基氨基甲

烷$

:B45

%均购自上海生工公司&

&'(

引物由英俊公司合成&药

敏纸片购自英国
]̂;4J

公司&多黏菌素
P

由辉瑞公司惠赠)凝

胶成像分析系统购自捷达公司&

',-[ S@

HH

=Ba+

型电泳仪

购自美国
P4;8(@J

公司)

@0B

!

方法

@0B0@

!

细菌鉴定与药敏试验
!

采用
+:P

半自动微生物鉴定

系统$法国生物梅里埃公司%进行细菌鉴定)采用纸片扩散法

测定抗菌药物的最小抑菌浓度#共
"1

种抗菌药物#包括头孢他

啶+头孢哌酮"舒巴坦+头孢吡肟+亚胺培南+美罗培南+哌拉西

林"他唑巴坦+替卡西林"克拉维酸+环丙沙星+左氧氟沙星+阿

米卡星+复方磺胺甲唑+米诺环素+替加环素等)质控标准菌

*

71$$

*

国际检验医学杂志
!%"#

年
"!

月第
$1

卷第
!$

期
!

)6>WQ@IS=J

!

X=E=FI=B!%"#

!

Y;G0$1

!

Z;0!$

"

基金项目!南京市医学科技发展项目$

M

CC"!%19

%)

!

作者简介!李阳#女#主治医师#主要从事临床微生物学与检验研究)

!

#

!

通讯作

者#
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!
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?
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$
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株为大肠埃希菌
+:''!#.!!

+铜绿假单胞菌
+:''!7/#$

#均

购自原卫生部临床检验中心)按照美国临床实验室标准化协

会$

'QR)

%

!%"#

版文件解读结果)

@0B0A

!

&[T-

分型
!

将培养过夜的细菌用低熔点胶灌模#蛋

白酶
O

消化
!9A

#限制性内切酶
+

H

@

!

$

$%*

%

$%b

酶切
!9A

)

使用
',-[S@

HH

=Ba+

型电泳仪#电压
1Y

"

EF

#夹角
"!%c

#脉

冲参数
#

#

$#5

#电泳时间
".A

#电泳温度
"9b

#分子量标记物

为酵母染色体
XZ+

)嗅乙啶$

-P

%染色
$%F46

#拍照)使用

P4;6KF=B4E5<10#

软件在非加权分组平均法$

*&TS+

%的基础

上使用骰子相似系数和
"0#2

的带容差分析图谱)

@0C

!

统计学处理
!

采用
N, Ẑ-:#01

软件进行耐药性统计

分析)

A

!

结
!!

果

A0@

!

标本分布
!

回顾性分析
1"

株分离
+P

菌株相对应患者

的临床资料#结果显示患者病情均较危重#丧失皮肤天然屏障&

暴露于各种危险因素!各种侵入性操作+机械通气+长期抗菌药

物的使用等)

1"

株
+I

主要分离自痰液$

$/2

%+其次为伤口分

泌物$

$92

%+血液$

!92

%+尿液$

!2

%和导管头$

!2

%)

A0A

!

药敏结果
!

1"

株
+I

对
"1

种抗菌药物的药敏试验结果!

+I

对临床常用抗菌药物#包括广谱的
%

8

内酰胺类+氨基糖苷

类+喹诺酮类抗菌药物均表现出很高的多重耐药性)除替加环

素$

""0#2

%和米诺环素$

9/0%2

%的耐药率较低之外#头孢吡

肟+亚胺培南+美洛培南+替卡西林"克拉维酸+哌拉西林"他唑

巴坦+头孢他啶+环丙沙星的耐药率均大于
.%2

)检出对碳青

霉烯类抗菌药物$包括亚胺培南%均耐药的泛耐药菌株
#9

株#

占
.%072

)

1"

株
+I

对
"1

种抗菌药物的耐药性#见表
"

)

表
"

!!

1"

株
+I

对
"1

种抗菌药物的耐药性分析#

2

$

抗菌药物名称 株数$

)

%

( ) R

头孢哌酮"舒巴坦
## //0% 90% /0%

氨苄西林"舒巴坦
9/ //0. %0% ""0"

替卡西林"克拉维酸
## .!0% %0% /0%

哌拉西林"他唑巴坦
1" .%07 %0% .0$

头孢他啶
1" .$0% %0% 70%

头孢吡肟
1" .%07 %0% .0$

亚胺培南
1" .%07 %0% .0$

美洛培南
## .!0% %0% /0%

阿米卡星
$9 1"0/ %0% $/0!

庆大霉素
9/ /$0$ #01 ""0"

妥布霉素
9/ 7!0! %0% !70/

环丙沙星
9$ .%07 %0% .0$

左旋氧氟沙星
9$ //09 !0$ .0$

复方磺胺甲唑
!# //0% 90% /0%

米诺环素
!# 9/0% !%0% $!0%

替加环素
!1 ""0# 9!0$ 910!

!!

(

!耐药&

)

!中介&

R

!敏感)

A0B

!

基因同源性分型结果
!

采用
&[T-

方法对
1"

株
+I

菌

株的
XZ+

进行扩增#根据琼脂糖凝胶电泳条带进行基因分

型#共分为
/

种基因型!其中
+

型
!#

株#为主要流行型别&

P

型

"%

株+

'

型
1

株+

X

型
9

株+

-

型
/

株+

[

型为
$

株+

T

型
9

株+

,

型为
"

株)各型扩增产物电泳结果见图
"

$见,国际检验医学

杂志-网站主页.论文附件/%)

A0C

!

聚类分析结果
!

/

种
+I

基因型进行树状聚类分析#将相

似系数大于
/%2

归为同一类克隆株#可分为两类!其中
!

类包

括
+

+

P

+

'

+

X

+

-

+

[

型#

"

类包括
T

+

,

型)

!

类共
#1

株

$

."0/2

%+

"

类共
#

株$

/0!2

%)见图
!

$见,国际检验医学杂

志-网站主页.论文附件/%)

B

!

讨
!!

论

)'*

+烧伤病房+呼吸病房等病区是多重耐药
+I

感染的高

危病区#患者长时间住院#暴露于侵入性操作#服用广谱抗菌药

物#使用机械通气等留置医疗设备#以及严重基础疾病等是导

致多重耐药
+I

菌株的高危因素)多重耐药
+I

常常通过医护

人员的手'

9

(

+污染的医疗器械'

#

(等途径引起医院感染的暴发流

行#其病死率高#造成的经济损失大#后果严重#应引起感染控

制管理部门+临床微生物学学者及医院管理人员的高度重视)

本研究显示#临床分离
+I

的耐药情况已经非常严重#具

有多重耐药及高耐药率的特点)

+I

的耐药机制十分复杂#爆

炸伤患者多有大量抗菌药物的使用史#抗菌药物的持续选择与

运用可能会促进耐药菌株的产生和传播)抗菌药物控制与管

理是否能够直接消除多重耐药
+I

的暴发流行尚不明确)一

项为期
"%

年的回顾性研究结果显示#碳青霉烯类抗菌药物消

耗量的增加与
+I

的耐药性增加相关'

1

(

)因此#在决定使用抗

菌药物时应兼顾患者利益和潜在的不利结果)为确保有效防止

多重耐药
+P

菌株的产生#应实施抗菌药物的合理管理措施'

7

(

)

基因同源性分析对于流行病学调查#尤其是对追踪传染源

和传播途径具有重要的意义)

&[T-

是研究病原菌分子生物

学分型的常用方法#与其他研究方法相比#是一种较为理想的

分型技术#具有很高的分辨率#在很多病原菌中均有应用#是分

辨医院感染暴发和追溯感染源的有效武器'

/

(

)基因分型可用

于判断细菌的同源性#同种细菌可以分为不同的基因型#而同

源基因型的细菌被认为是统一克隆繁殖+传播形成)分子流行

病学研究发现#克隆播散是多重耐药
+I

呈跨医院+跨地区甚

至是跨国流行的主要原因)俞云松'

.

(研究发现#

1

种多重耐药

+I

流行株在我国广泛流行)本研究应用
&[T-

技术对分离的

1"

株多重耐药
+P

进行分型后发现#江苏省有
+

+

P

+

'

+

X

+

-

+

[

+

T

+

,/

个类型克隆株流行)其中
+

型克隆株主要在常州+

苏州+昆山地区流行#

P

型克隆株流行于无锡#

'

型克隆株流行

于南通)根据
+I

基因型的树状聚合分析图#相似系数大于

/%2

归为同一类克隆株#共分为两类克隆株)说明分离的
+P

存在较高同源性#可能在地区间存在以克隆株的形式播散#应

该引起高度重视)

综上所述#结合耐药性及同源性分析结果#本地区存在
+I

多重耐药菌株及其克隆传播#提示多重耐药
+P

菌株的防控是

当今感染控制工作最大的挑战之一)应该加强
+I

耐药监测#

对监测数据进行细致分析#及时发现多重耐药菌的院内传播和

聚集病例#当怀疑有多重耐药菌聚集病例时应进行分子流行病

学调查)
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测物浓度处于临界水平时#重复检查同一标本#将产生
#%2

的

阳性结果和
#%2

的阴性结果)定性试验临界值的高低直接关

系到试验的成败#每个实验室应按照各自的检测系统和实验条

件进行验证评价或建立方法学性能参数'

7

(

)本实验室测得

,P5+

?

的
'

#%

+

'

#

+

'

.#

分别为
%0!9

+

%0!%

+

%0!/)*

"

FQ

#

'

#%

e

!%2

浓度区间包含了
'

#

#

'

.#

区间#

'

#%

f!%2

浓度的样品大于

或等于
.#2

结果是阴性#

'

#%

g!%2

浓度的样品大于或等于

.#2

结果是阳性#说明重复测定临界点附近
.#2

区间标本能

得到一致结果)

'

#%

和
'

#

#

'

.#

区间还可用于评价两试剂的不

精密度)两试剂
'

#%

一致#

'

#

#

'

.#

区间越窄#代表该试剂的不

精密度越小&两试剂
'

#%

浓度不同#可以分为两种情况!如果

'

#

#

'

.#

区间不等宽#越窄则该试验的不精密度越小&如果两试

剂
'

#

#

'

.#

区间等宽可以比较
'

#%

与
'

#

+

'

.#

的离散度)不精密

度曲线可应用于定性分析的性能评价#并有较好的推广

价值'

9

#

7

(

)

精密度是定性试验性能评价的常用指标#在临床实际应用

中#定量试验研究较多)由于乙肝标志物检测的
-Q)R+

方法

大多是手工操作#影响因素较多#精密度
;L

变化较大)各项

批内
;L

均小于或等于
"#2

#说明本实验室检测系统比较稳

定+可靠#在临床应用的可接受范围之内)

,P=+I

+

,PE+I

两

项批间
;L

&

!#2

#相对于其他
$

项偏高#这可能与这两项指标

采用竞争法有关#在检测过程中更应该加强质量控制#应注意

,P=+I

+

,PE+I

检测的不稳定性对检验结果造成的影响)但

批间
;L

仍然在可接受范围之内#符合临床质量要求)

对于定性试验的准确度评价常常采用公认的较为准确的

阴阳性符合率来表示)目前#原卫生部临床检验质控中心室间

质评就是比较好的平台)定性试验的准确度还可以用与临床

的吻合率来表达#通过与临床诊断进行比较#评价检测结果是

否与临床诊断相吻合)但是这种方法需要临床诊断的金标准#

而临床诊断通常需要乙肝标志物的检测结果作为依据#因此#

用临床吻合率来评价定性试验的准确度不是最佳方案)用临

床的吻合率来评价准确度只能用在
,PY

共价闭合环状$

EEEX8

Z+

%的定量检测'

"9

(

)

-Q)R+

与本实验室乙肝定量雅培
49%%%R(

的结果比对可

以较好的评价两检测系统的一致性)本次试验除了
,P=+

?

+

,P=+I

符合率未达到
"%%2

以外#其他
$

项均达到
"%%2

)

-Q)R+

未检出的阳性标本均是目标物雅培
49%%%

定量检测浓

度较低的样品#这可能导致在日常检测中#较低浓度的

,P=+

?

+

,P=+I

不易检出)

乙肝标志物的检测#除了方法学本身和检测试剂对检测性

能的影响外#检测前与检测中均有较多的影响因素)检测过程

中加样和加试剂的重复性+孵育温度+孵育时间+洗板等都有可

能影响检测结果#所以在实验过程中应将这些因素考虑在内并

将其一致化'

"#

(

)日常检测也应注意检测过程中其他影响因素

对检测结果的影响#做到全程质量控制#这样才能为临床提供

正确+可靠的检验结果)
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