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了解泛耐药鲍曼不动杆菌碳青霉烯酶表型及酶基因型!为临床合理使用抗生素!监控医院感染提供依据&方

法
!

收集
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株鲍曼不动杆菌临床分离株进行常规微生物学检测!

+̀,

纸片法筛选多重耐药鲍曼不动杆菌!通过
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试验

及改良
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9

试验进行产碳青霉烯酶表型检测!利用
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对多重耐药不动杆菌耐药基因型进行确证&结果
!

临床分离的
!!H

株

鲍曼不动杆菌株有
%C

株属多重耐药鲍曼不动杆菌!其中
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株碳青霉烯酶阳性!检出碳青霉烯酶
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耐药基因型!未检出
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耐药基因&结论
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法可以快速检测产碳青霉烯酶菌株!且敏感性强!操作简单!有助于提高产碳青

霉烯酶菌株检出率!利于监控医院感染&
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鲍曼不动杆菌为广泛存在于自然界的非发酵机会致病菌

之一#可定植于医院环境及人体皮肤表面#自然环境中水和土

壤等处大量存在'主要引起呼吸道+泌尿道+伤口等处感染)

!

*

'

据
"&!F

年
!"

月全国细菌耐药监测网$

4*5EE

&根据
!C"H

所

医院数据报告!

"&!C

年
!&

月至
"&!F

年
'

月鲍曼不动杆菌共

分离
!B#!HB

株$

!&$HY

&#位居分离的革兰阴性菌第
C

位#某

些医院不动杆菌引起的医院感染数量已超过铜绿假单胞菌#日

益增高的鲍曼不动杆菌检出率提示鲍曼不动杆菌已成为医院

感染中的常见机会致病菌#使临床抗感染治疗及控制医院感染

面临严峻挑战'鲍曼不动杆菌具有较强耐药性#特别是因产碳

青霉烯酶导致的耐药#使临床抗感染困难重重#因此监控鲍曼

不动杆菌及快速检测不动杆菌并鉴定其耐药性成为医院感染

控制的重要任务'目前检测的方法主要是改良的
@-M

?

9

试验

及商品化
/;9:;

试条等#但这些方法操作步骤多#耗时长且材

料昂贵#因此临床迫切需要简单+快速的检测方法用于鉴定产

碳青霉烯酶的菌株'
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法由
2J;<1.97-<M6J==

于
"&!"

年首次报告)

"

*

#此后该方法陆续优化和拓展用于检测碳青霉烯

酶)

#

*

#但目前用于流行病学尚未在临床推广应用'

"&!F

年美

国临床和实验室标准化协会$

4AEU

&药敏试验标准$

(!&&+E"F

&

引入了
4J<KJ72

试验)

C

*

#提示临床微生物实验室+医院感染控

制室+疾病控制等相关机构将广泛应用
4J<KJ72

试验方法'

本研究根据目前多重耐药鲍曼不动杆菌流行情况#选择亚胺培

南+酚红等试剂#通过
4J<KJ72

法对鲍曼不动杆菌产碳青霉烯

酶检测#并经过改良
@-M

?

9

实验及分子生物学技术确证并分

析耐药基因型#现将结果报道如下'
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材料与方法
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!

菌株来源
!

收集沈阳医学院附属医院
"&!#

"

"&!F

年临

床分离鲍曼不动杆菌
!!H

株#分别来自呼吸科+

U4Z

+消化外

科+急诊室等科室'

A$B

!

主要试剂与仪器
!

氨苄西林+头孢他啶+头孢唑啉+头孢

吡肟+亚胺培南+阿米卡星+头孢哌酮"舒巴坦药敏纸片均购自

\N-1M

公司%
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检测法试剂按文献)

"

*配制!

&$FY

酚红

溶液#

&$F6->

"

A

乙二胺四乙酸$
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h=E\
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(

H@
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\

亚胺

培南"培他司丁$
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7J\@
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*3,

试剂$

5/G#"!&&

#批号
!&&#BCCH"&

&'

*

液!

"

6A&$FY

酚红溶液加入
!%$%6A

临床实验室试剂用水中#加

入
!B&

$

A&$!66->

"

Ah=E\

C

水溶液#

&$!6->

"

A7J\@

及

!&Y@4>

调
0

@

为
H$Bc&$!

'

,

液!每毫升
*

液中含有终浓
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度为
%6

?

"

6A

的亚胺培南"西司他丁'细菌
)7*

提取试剂

盒+

3J

T

酶#

(J<d9<)A"&&&

#

3*/

缓冲液#琼脂糖均购自大连

宝生物公司'
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扩增仪为
/

00

9=M-P

公司产品#电泳仪为美

国
,1-+5JM

公司产品#质粒提取试剂盒由康为世纪公司提供'

A$C

!

菌株筛查
!

将临床标本首先进行涂片+革兰染色+显微镜

观察!选择成对排列#且较难脱色的球杆菌标本#分区划线接种

于中国蓝培养基中#

CC[

培养过夜#挑取单个无色的可疑菌落

再次革兰染色镜检#符合之前的检测#进一步氧化酶试验+动力

试验+硝酸盐还原试验#初步确定为不动杆菌后通过
*3,

生化

鉴定#经鉴定为鲍曼不动杆菌的菌株
!!H

株保存备用'

A$D

!

多重耐药鲍曼不动杆菌检测
!

采用
+̀,

法检测鲍曼不

动杆菌药物敏感性!接种环挑取纯培养的鲍曼不动杆菌菌苔#

配制为
&$F

麦氏浓度菌悬液#涂布于整个
(+@

平板#通过纸片

分散器将药敏纸片均匀贴于平板上#

#H[

温箱孵育
!B

"

"CL

'

药敏试验质控菌株为大肠埃希菌
*344"F'""

'按
4AEU"&!F

标准选择多重耐药鲍曼不动杆菌菌株标记备用'

A$E

!

不动杆菌碳青霉烯酶表型筛查

A$E$A

!

4J<KJ72

法快速检测碳青霉烯酶
!

'%

孔细胞培养

板#每一菌株做
#

个复孔#每孔加样量如表
!

#置于
#H[

温箱

#&61=

后#观察各孔颜色变化)

F

*

'

表
!

!!

4J<KJ72

法快速检测碳青霉烯酶

溶液 试验孔 对照孔 反应条件

*

液
_ !&&

$

A #H[#&61=

,

液
!&&

$

A _

待测菌液
!&&

$

A !&&

$

A _

!!

注!若
*

液颜色为红色或橙红色#

,

液颜色为红色或橙红色即为

4J<KJ72

试验阴性%若
*

液颜色为红色或橙红色#

,

液为深黄色#黄色

或浅橙色提示
4J<KJ72

试验阳性%如果
*

液颜色为红色+橙红色以外

颜色#

,

液为橙色提示结果无效%

_

为该项无数据'

A$E$B

!

改良
@-M

?

9

试验进行碳青霉烯酶表型确证
!

用无菌

生理盐水将过夜培养的大肠埃希菌
*344"F'""

调制成
&$F

麦氏菌悬液#然后进行
!

"

!&

稀释备用#将稀释的菌液均匀涂

布于
(+@

平板#静置
#

"

!&61=

#将
!&

$

?

的亚胺培南纸片贴

于
(+@

平板中央#

!

$

A

接种环挑取
#

"

F

个过夜培养的待测

鲍曼不动杆菌菌落分别接种于平板上#接种时从纸片边缘向平

板边缘划线#长度至少
"&

"

"F66

#于
#H[

温箱培养
!B

"

"CL

后#观察结果'若在被测菌株与大肠埃希菌
*3"F'""

抑菌环

交汇处#大肠埃希菌生长增强即可判定为产碳青霉烯酶菌

株)

%

*

'

A$E$C

!

耐药基因型确证
!

受试菌株的基因组及质粒分别通过

试剂盒提取#按参考文献)

H

*合成引物$表
"

&'扩增基因主要

为
,

类碳青霉烯酶中
U(2

+

WU(

+

7)(+!

#以及
)

类碳青霉烯

酶中
\g*+"#

+

\g*+"C

等基因'

245

反应总体积为
F&

$

A

#其

中
3J

T

酶
&$"F

$

A

#引物
!

与引物
"

各
!

$

A

#

245,OPP9<F

$

A

#

M732C

$

A

#无菌双蒸水定容至
F&

$

A

'反应条件为
'C[

预变

性
F61=

#

'C[

变性
#&:

#

F"[

退火
!61=

#

H"[

延伸
"61=

#共

#F

个循环#最后
H"[

再延伸
H61=

'配置
!Y

琼脂糖凝胶#将

扩增产物于琼脂糖凝胶中
!&&Q

电泳
#&61=

#在紫外凝胶成像

仪下观察拍照'

B

!

结
!!

果

B$A

!

临床分离的不动杆菌初步微生物学鉴定
!

标本涂片+染

色+镜检为革兰阴性球杆菌#较难脱色#多成对排列%氧化酶阴

性#动力阴性#硝酸还原实验阴性#触酶试验阳性'经
*3,

生

化鉴定为不动杆菌'

B$B

!

多重耐药不动杆菌筛选$

+̀,

法&

!

临床收集的
!!H

株不

动杆菌中#多重耐药菌株
%C

株#多重耐药率达
F!$"Y

$图
!

&'

表
"

!!

扩增耐药基因及测序引物

基因名称 引物序列$

Fa

(

#a

& 长度$

K

0

&

\g*+"# D*3D3D34*3*D3*334D34D !&FB

34*4**4**43****D4*43D

\g*+"C 3344443**4*3D**333D3 !&"C

D3*43**34***D33D3D**

U(2 43*44D4*D4*D*D34333*4 FBH

**44*D3333D4433*44*3

WU( *D3DD3D*D3*344D*4*D "%!

*3D***D3D4D3DD*D*4

7)(+! 4*D4*4*433443*3434 "'"

44D4**44*344443433

B$C

!

不动杆菌碳青霉烯酶检测
!

按
4AEU

$

(!&&+E"F

&引入的

4J<KJ72

试验方法比对试验孔颜色变化#本研究中
%C

株多重

耐药不动杆菌中
##

株
4J<KJ72

试验阳性#阳性率达
FFY

'

图
!

!!

鲍曼不动杆菌药敏试验$

+̀,

法%

!!

注!

(

为
(J<d9<

%

:!

"

:#

均为鲍曼不动杆菌'

图
"

!!

部分菌株
\g*+"#

基因
245

电泳图

B$D

!

改良
@-M

?

9

试验进行碳青霉烯酶表型确证
!

%C

株多重

耐药不动杆菌中
##

株提示改良
@-M

?

9

阳性#阳性率达
FFY

#

4J<KJ72

法检测碳青霉烯酶阳性率与改良
@-M

?

9

法检测结

果一致'

B$E

!

245

扩增耐药基因结果
!

%C

株多重耐药菌中#

##

株检

出
\g*+"#

+

\g*+"C

等酶基因#未检测到
U(2

+

WU(

+

7)(+!

基因$图
"

&#验证了
4J<KJ72

试验结果的准确性+一致性'

(
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(
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年
B

月第
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卷第
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期
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C

!

讨
!!

论

!!

近年来#鲍曼不动杆菌分离率呈上升趋势)

B

*

#随着广谱抗

生素的广泛使用#鲍曼不动杆菌对抗生素的耐药性逐年增强#

多重耐药不动杆菌+泛耐药不动杆菌检出率日益增高'鲍曼不

动杆菌对抗菌药物的耐药机制主要为产生碳青霉烯酶#水解碳

青霉烯酶类抗生素'碳青霉烯酶包括
*6K>9<

分子结构分类

的
*

+

,

+

)#

类酶'

*

类和
)

类为丝氨酸酶#

)

类酶中主要包

括
\g*+"#

+

\g*+"C

+

\g*+F!

+

\g*+FB

等
C

型#最主要的是

\g*+"#

+

"C

酶等)

'

*

%

,

类为金属酶#包括
EU(

+

WU(

+

U(2

等多

型#可被
/)3*

抑制'部分菌株还携带超广谱
#

+

内酰胺酶

$

/E,A:

&+头孢菌素酶$

*6

0

4

&和氨基糖苷类修饰酶#可导致一

种和几种氨基糖苷类抗生素耐药'

"&!F

年数据显示鲍曼不动

杆菌对碳青霉烯类的耐药率全国为
F'$&Y

#对碳青霉烯类耐

药是指对亚胺培南或美罗培南任一药物耐药#这给临床治疗带

来极大困难#也对医院感染的控制提出了新要求'因此#提高

产碳青霉烯酶不动杆菌检出能力#加强医院感染控制#阻断其

传播已至关重要'

本研究中采用
4J<KJ72

试验#利用菌株产生的碳青霉烯

酶水解亚胺培南"西司他丁钠药物#从而引起酸碱度的改变#使

检测液中的酚红产生肉眼可见颜色变化#进行多重耐药不动杆

菌碳青霉烯酶的检测#具有良好的时效性+特异性+准确性#从

而达到快速检测不动杆菌碳青霉烯酶的目的'本实验方法适

合在微生物实验室+疾病控制机构+医院检验科临床微生物室

等相关单位广泛推广应用#有助于提高产酶菌株检出的时效性

及准确性#为临床治疗及医院感染控制更加有效进行争取宝贵

时间'本研究在对
##

株产碳青霉烯酶不动杆菌耐药基因型分

析中#细菌染色体中
\g*+"#

基因型检出率达
B&Y

以上#

\g*+"C

基因型检出率达
CHY

#未检出
EU(

+

WU(

+

U(2

等基因

型#质粒中未检出
\g*+"#

+

\g*+"C

等基因型#由此提示产
)

类碳青霉烯酶鲍曼不动杆菌其耐药性为菌体本身固有存在而

非通过质粒传播'产
,

类碳青霉烯酶鲍曼不动杆菌耐药基因

型检测及其耐药性传播方式仍有待研究'本研究表明本院产

碳青霉烯酶多重耐药不动杆菌主要以
\g*+"#

型+

\g*+"C

型

产碳青霉烯酶鲍曼不动杆菌为主#携带
WU(

+

U(2

等耐药基因

型的鲍曼不动杆菌未在本院流行传播'

参考文献

)

!

*

E9=-d*

#

DJ<JR99=D

#

5J

I

1*

#

9;J>$D9=9;1.<9>J;9M=9::-P

.>1=1.J>J=M9=Q1<-=69=;J>*.1=9;-KJ.;9<KJO6J=111:->J;9:

P<-6J=1=;9=:1Q9.J<9O=1;-O;K<9Jd

)

V

*

$VU=P9.;)9Q

4;<19:

#

"&!F

#

'

$

%

&!

%%F+%%'$

)

"

*

7-<M6J==2

#

2-1<9>A

#

)-<;9;A$5J

0

1MM9;9.;1-=-P.J<+

KJ

0

9=96J:9+

0

<-MO.1=

?

/=;9<-KJ.;9<1J.9J9

)

V

*

$/69<

?

U=+

P9.;)1:

#

"&!"

#

!B

$

'

&!

!F&#+!F&H$

)

#

* 朱雄#袁敏#刘佳#等
$4J<KJ72

碳青霉烯酶检测方法在

医院感染监测中的应用)

V

*

$

中华医院感染学杂志#

"&!C

#

"C

$

"#

&!

FH"!+FH"C$

)

C

* 张雅薇#王辉
$"&!F

年
4AEU(!&&+E"F

主要更新内容介

绍)

V

*

$

中华检验医学杂志#

"&!F

#

#B

$

C

&!

""'+"#"$

)

F

*

4AEU$(!&&+E"F

0

9<P-<6J=.9:;J=MJ<M:P-<J=;161.<-K1J>

:O:.9

0

;1K1>1;

S

;9:;1=

?

!

;R9=;

S

+P1P;L1=P-<6J;1-=J>:O

00

>9+

69=;

)

(

*

$8J

S

=9

#

2*

!

4AEU

#

"&!F$

)

%

* 刘运德#楼永良
$

临床微生物学检验技术)

(

*

$

北京!人民

卫生出版社#

"&!F

!

F%$

)

H

* 俞刚#陆峰泉#陈瑜#等
$

耐碳青霉烯类鲍曼不动杆菌

\g*

和
7)(+!

耐药基因的研究)

V

*

$

中国微生态学杂

志#

"&!C

#

"%

$

!!

&!

!"HF+!"HB$

)

B

* 张辉#张小江#徐英春#等
$"&!"

年中国
4@U7/3

不动杆

菌属细菌耐药性监测)

V

*

$

中国感染与化疗杂志#

"&!C

#

F

$

F

&!

#'"+#'H$

)

'

*

(9<1=- (

#

*.-:;JV

#

2-XJ(

#

9;J>$\g*+"C.J<KJ

0

9=9+

6J:9

?

9=9P>J=d9MK

S

g9<4

"

g9<)+>1d9<9.-6K1=J;1-=:1;9:

1=M1PP9<9=;

0

>J:61M:P<-6M1PP9<9=;*.1=9;-KJ.;9<:

0

9.19:

1:->J;9MMO<1=

?

J=-:-.-61J>-O;K<9Jd

)

V

*

$*=;161.<-K*+

?

9=;:4L96-;L9<

#

"&!&

#

FC

$

%

&!

"H"C+"H"H$

$收稿日期!

"&!%+&#+"B

!

修回日期!

"&!%+&F+"#

&

$上接第
"&HF

页&

!!

)

V

*

$*6V4>1=2J;L->

#

!'B'

#

'!

$

F

&!

%&H+%!"$

)

!F

*

-̀1d93

#

*-d1E

#

(J<O

S

J6JE

#

9;J>$49>>:O<PJ.9

0

L9=-;

S

+

0

1=

?

-P69

?

JdJ<

S

-K>J:;:

)

V

*

$,>--M

#

!'BH

#

%'

$

#

&!

'FH+'%&$

)

!%

*陶元軻
$

急性白血病免疫学表型的预后意义)

V

*

$

国外医

学输血及血液学分册#

!''H

#

"&

$

"

&!

!&"+!&F$

)

!H

*蓝建平#孙酬经#钱美华#等
$

急性巨核细胞白血病的免疫

表型分析)

V

*

$

浙江临床医学#

"&&&

#

"

$

H

&!

CC!+CC#$

)

!B

*

3:O

I

16-;-@

#

-̀O=J61E

#

(1;J=1e

#

9;J>$79-=J;J>J.O;9

69

?

JdJ<

S

-K>J:;1.>9Od961J

0

<9:9=;1=

?

R1;L>9Od961J.O;1:

J=M6O>;1

0

>91=;<J.<J=1J>>9:1-=::O..9::PO>>

S

;<9J;9MR1;L

O=<9>J;9M.-<MK>--M;<J=:

0

>J=;J;1-=

)

V

*

$4J:959

0

@96J+

;->

#

"&!F

$

"&!F

&!

%!&FB!+%!&FB#$

)

!'

*

Dmdn9(

#

*

S

;JnE

#

o=J>:

#

9;J>$*.O;969

?

JdJ<

S

-K>J:;1.

>9Od961JR1;L;

$

!

%

""

&

6161.d1=

?

=9O<-K>J:;-6J1=J=1=+

PJ=;

)

V

*

$3O<dV@J96J;->

#

"&!F

#

#"

$

!

&!

%C+%H$

)

"&

*

8J=

?

A

#

29;9<:V(

#

GOMJG

#

9;J>$*.O;969

?

JdJ<

S

-K>J:;1.

>9Od961JJ::-.1J;9MR1;L;<1:-6

S

"!M96-=:;<J;9:JM1:+

;1=.;166O=-

0

L9=-;

S0

9

)

V

*

$4

S

;-69;<

S

, 4>1=4

S

;-6

#

"&!C

#

BB

$

C

&!

"CC+"F"$

)

"!

*

W9=dJ;9:J=E

#

2O<-L1;*

#

*LO

I

J*

#

9;J>$Z=O:OJ>6J::1Q9

K-=96J<<-RP1K<-:1:1=J.O;9

0

<-6

S

9>-.

S

;1.>9Od961JP->+

>-R1=

?

J<:9=1.;<1-N1M9;L9<J

0S

)

V

*

$A9Od59:59

0

#

"&!F

#

C

$

"

&!

H%+HB$

)

""

*

,9==9;;V(

#

89>>:)*

#

59>99@

#

9;J>$J=O=O:OJ>.J:9-P

6

S

9>-

0

9<-N1MJ:9+

0

-:1;1Q9J.O;9 69

?

JdJ<

S

-K>J:;1.>9Od9+

61J$*==AJK (9M"&!F

%

#F

!

C%%+B

)

V

*

$*==AJK (9M

#

"&!F

#

#F

$

F

&!

FC"+FC#$

)

"#

*

VJ

S

J:OMLJ*W

#

7J1<5*

#

VJ.-K2(

#

9;J>$4>1=1.J>J=ML9+

6J;->-

?

1.J>

0

<-P1>9-PJ.O;969

?

JdJ<

S

-K>J:;1.>9Od961J

!

J

"

S

9J<:;OM

S

)

V

*

$U=M1J=V@96J;->,>--M3<J=:PO:

#

"&!F

#

#!

$

"

&!

!%'+!H#$

$收稿日期!

"&!%+&!+&F

!

修回日期!

"&!%+&C+"%

&

(

BH&"

(

国际检验医学杂志
"&!%

年
B

月第
#H

卷第
!F

期
!

U=;VAJK(9M

!

*O

?

O:;"&!%

!

W->$#H

!

7-$!F


