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#酶基因及流行特
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良
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#法对
!
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内酰胺酶基因
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和
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进行扩增&序列

分析$结果
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种药物中!对多黏菌素和米诺环素敏感性最高!耐药率小于或等于
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%改良
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#!未检出
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近年来#鲍曼不动杆菌成为医院感染的重要病原菌'

:!)

(

#多

重耐药鲍曼不动杆菌$

9S48[

%菌株和耐碳青霉烯类鲍曼不

动杆菌$

748[

%的分离比例逐年升高'

-!+

(

)鲍曼不动杆菌的耐

药机制主要是产碳青霉烯酶水解酶#且碳青霉烯酶主要为
S

类苯唑西林$

hf8

%酶'

(

(

)

hf8

酶仅见于不动杆菌#其对
!

!

内

酰胺类抗菌药物高度耐药#能降低外膜蛋白表达或外排系统增

强#产生多重耐药)

hf8

酶主要包括
+

组!

hf8!)-

型*

hf8!

)+

型*

hf8!(:

型和
hf8!(*

型'

=

(

)笔者对广东省中山市中医

院
),:)

年
?

月至
),:-

年
:)

月临床分离
+,

株
748[

的耐药

现状及其
hf8

酶基因携带情况进行研究#以了解其是否存在

突变*突变对耐药性的影响#摸清医院
748[

的耐药机制及流

行克隆情况)

B

!

资料与方法

B;B

!

一般资料
!

+,

株
748[

来自广东省中山市中医院
),:)

年
?

月至
),:-

年
:)

月住院患者送检痰液*伤口分泌物*中段

尿及血液标本#同一患者留取初次分离菌株)采用美国
[S

公

司
6C3%&'A$5:,,

全自动细菌鉴定仪对所有菌株进行分离)

质控菌株大肠埃希菌
8@77)(<))

*铜绿假单胞菌
8@77)?*(-

均由国家卫生和计划生育委员会临床检验中心提供)

B;C

!

抗菌药物
!

用于纸片扩散法$

b![

法%药敏试验的抗菌药

物共
:?

种!米诺环素*多黏菌素
[

*头孢哌酮"舒巴坦*左氧氟

沙星*复方磺胺甲唑*氨苄西林"舒巴坦*环丙沙星*头孢吡

肟*四环素*头孢他啶*亚胺培南*美罗培南*哌拉西林*阿米卡

星*庆大霉素*哌拉西林"他唑巴坦*头孢西丁)药敏纸片均为

英国
3A'3F

公司产品#

9a

平板均购自江门凯林公司)
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!

仪器与试剂
!

聚合酶链式反应$
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%扩增仪器购自德国

T

BB

%&F30D

公司#凝胶成像仪购自
['3!4#F

公司)

FY@6/

*

@#

j

SY8

*聚合酶*蛋白酶
b

和
SY8 9#0H%0

由大连瑞真生物

技术有限公司提供)

674

引物由上海英潍捷基贸易有限公司

合成)

@0'/

饱和酚*氯仿*异戊醇*

:,U

十二烷基磺酸钠购自北

京鼎国生物技术有限公司%)

B;E

!

碳青霉烯酶检测
!

采用改良
a3F

G

%

试验#以
,;(

麦氏浊

度单位的大肠埃希菌
8@77)(<))

菌悬液涂布
9a

平板#中间

贴
:,

"

G

"片美罗培南纸片#将测试菌用接种环以美罗培南纸片

为中心向平板边缘划接种线$注意不要划破平板表面%)

-(\

孵育
:*

#

)+C

后观察结果#美罗培南抑菌圈处出现变形者为

+

*,:-

+

国际检验医学杂志
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年
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月第
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期
!
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作者简介!陆丹倩#女#副主任技师#主要从事临床微生物学方面的研究)



待测菌产碳青霉烯酶)
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酶基因检测
!

反应总体系为
),

"

M

!含
9

G

)Q 的

:,N1EDD%0)

"

M

#

FY@6

终水平为
),,

"

532

"

M

#上下游引物分

别为
,;)

"

532

"

M

#模板
SY8:

"

M

#

@#
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SY8

聚合酶
:P

#用灭

菌去离子水加至
),

"

M

)反应条件!

<(\

预变性
(5'&

&

<(\

变性
:(/

#

(,

#

=,\

退火并延伸
:5'&

#

-(

个循环&最后
?)\

延伸
:,5'&

)具体退火温度#见表
:

)电泳
674

反应结束后#

取
(

"

M

扩增产物与
:

"

M=NM3#F'&

G

1EDD%0

上样缓冲液混匀#

在
:U

琼脂糖凝胶中电泳#电泳
-,5'&

$缓冲液为
,;(N@[T

#

电压为
( ^

"

"5

%)通过凝胶成像仪读取电泳结果)

SY8

9#0H%0

为
SM),,,

)

表
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酶基因
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引物

目的基因 引物名称 引物序列$

(̀

#

-̀

% 片段大小$

1

B

% 退火温度$

\

%

3A#!)- 3A#!)-!O LL878@88@78LL@L8@@78 =?, ((

3A#!)-!4 @8L8@L77LL78@@@7@L87

3A#!)+ 3A#!)+!O 8@L888888@@@8@87@@77@8@8@@78L7 ?*, ((

3A#!)+!4 @@888@L8@@7788L8@@@@7@8L7

3A#!(: 3A#!(:!O @88@L7@@@L8@7LL77@@L -), ((

3A#!(:!4 @LL8@@L787@@78@7@@LL

3A#!(* 3A#!(*!O 8L@8@@LLLL7@@L@L7@ ?+, ((

3A#!(*!4 887@@77L@L77@8@@@L

C

!

结
!!

果

C;B

!

标本来源及临床分布
!

+,

株
748[

标本来源痰液
)<

株

$占
?);(U

%*伤口分泌物
<

株$占
));(U

%*静脉血
:

株$占

);(U

%及中段尿
:

株$占
);(U

%&临床分布重症监护室$

W7P

%

:*

株$占
+(;,U

%*内科
:,

株$占
)(;,U

%*骨科
?

株$占

:?;(U

%*外科
(

株$占
:);(U

%)

C;C

!

耐药性分析
!

+,

株
748[

对常用
:?

种抗菌药物的耐药

性分布#见表
)

)

表
)

!!

+,

株
748[

对
:?

种抗菌药物的耐药率$

U

%

抗菌药物 敏感 中介 耐药

米诺环素
<?;( ,;, );(

多黏菌素
[ <(;, ,;, (;,

头孢哌酮"舒巴坦
(;, ?(;, ),;,

左氧氟沙星
:,;, -(;, ((;,

复方磺胺甲唑
-?;( ,;, =);(

氨苄西林"舒巴坦
,;, )-;= ?=;+

环丙沙星
(;, ,;, <(;,

头孢吡肟
,;, (;, <(;,

四环素
);( ,;, <?;(

头孢他啶
,;, ,;, :,,;,

亚胺培南
,;, );( <?;(

美罗培南
,;, ,;, :,,;,

哌拉西林
,;, ,;, :,,;,

阿米卡星
,;, ,;, :,,;,

庆大霉素
,;, ,;, :,,;,

哌拉西林"他唑巴坦
,;, ,;, :,,;,

头孢西丁
,;, ,;, :,,;,

C;D

!

碳青霉烯酶检测
!

改良
a3F

G

%

试验结果#

+,

株
748[

的改良
a3F

G

%

试验结果显示#阳性
)<

株$占
?);(U

%呈矢状生

长#阴性
::

株$占
)?;(U

%)

C;E

!

hf8

酶基因检测结果
!

+,

株
748[

中#

+,

株
3A#!(:

阳

性$占
:,,;,U

%#

-*

株
3A#!)-

阳性$占
<(;,U

%#未检出
3A#!)+

和
3A#!(*

)电泳结果#见图
:

)

!!

注!图
:8

为
3A#!(:

电泳结果#图
:[

为
3A#!)-

电泳结果)

图
:

!!

hf8

酶基因电泳结果

D

!

讨
!!

论

目前#鲍曼不动杆菌临床检出率逐年升高#以呼吸道感染

最常见'

+

#

?!*

(

)本研究显示#其以呼吸道感染为主$占
?);(U

#

)<

"

+,

%#其次为伤口感染$占
));(U

#

<

"

+,

%*血流感染$占

);(U

#

:

"

+,

%和泌尿系感染$占
);(U

#

:

"

+,

%)提示鲍曼不动

杆菌在呼吸系统容易引起感染或定植#难以清除)分布科室主

要是以
W7P

为主'

<!:,

(

#可能与
W7P

患者住院时间长*病情严

重*机体免疫功力差*大量使用广谱抗菌药物及各种侵入性检

查和治疗等有关)

耐药性分析显示#鲍曼不动杆菌耐药情况严重#呈多重耐

药和泛耐药)目前#广东省中山市中医院
+,

株
748[

对多黏

菌素
[

*米诺环素敏感性最高#耐药率分别为
);(U

*

(;,U

#对

头孢哌酮"舒巴坦耐药率为
),;,U

#故上述
-

种药物可作为

748[

感染的治疗选择)其他
:-

种抗菌药物耐药率为
((U

#

:,,U

#表明
748[

耐药现象严重#临床应严格控制抗菌药物

应用#减少鲍曼不动杆菌感染)

鲍曼不动杆菌产碳青霉烯酶是其主要耐药机制)碳青霉

烯酶主要包括
8

*

[

和
S

等
-

类酶#主要为产
S

类酶$

hf8

酶%#仅见于不动杆菌)国内流行耐药基因为
3A#!)-

和
3A#!

+

<,:-

+

国际检验医学杂志
),:=

年
::

月第
-?

卷第
))

期
!

W&$]M#19%F

!

Y3K;),:=

!

3̂2;-?

!

Y3;))



(:

'

::!:-

(

)本试验检测
+,

株
748[

的
hf8

酶基因#结果显示

所有菌株均携带有
3A#!(:

$占
:,,;,U

%#

-*

株
3A#!)-

阳性$占

<(;,U

%#未检测到
3A#!)+

和
3A#!(*

#说明广东省中山市鲍曼

不动杆菌的基因型是以
3A#!(:

和
3A#!)-

为主#与国内流行相

符)

3A#!(:

是鲍曼不动杆菌的重要标志#也是鲍曼不动杆菌的

固有基因'

:+

(

#可用以区别于其他不动杆菌属&水解碳青霉烯酶

类药物能力较弱#不能水解头孢菌素类药物'

:(

(

)

3A#!)-

能介

导细菌耐碳青霉烯类药物#是目前流行传播最广的
S

类碳青

霉烯类基因)

+,

株
748[

中有
)<

株改良
a3F

G

%

试验表型检

测为阳性$占
?);(U

%#

::

株表型检测为阴性$占
)?;(U

%#可

能由于基因表达水平受诸多因素影响#低水平表达时表型无法

检测而呈阴性)

本研究表明#广东省中山市中医院
748[

对常用抗菌药

物耐药情况严重#最主要碳青霉烯酶基因型为
3A#!)-

#存在克

隆传播流行)因此#医院应规范临床合理使用抗菌药物#加强

对本地区
748[

耐药性及耐药机制的监测及关注#加强手卫

生*患者隔离*环境清洁消毒等感控措施#其对指导临床合理用

药*避免
748[

医院感染暴发流行具有重要意义)
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