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内酰胺酶情况&方法
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株碳青霉烯类耐药鲍曼不动杆菌为多重耐药菌株#除阿米

卡星外#其他抗生素的敏感率都很低%

<GK6$

'

C<G6%

基因阳性率分别为
%&H&]

'

$THU]
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<GK6%
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基因均为阴性&结论
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内酰胺酶是西南医院鲍曼不动杆菌对碳青霉烯类耐药的主要机制之一&碳青霉烯耐药鲍曼不动杆菌是院内感染的多重耐

药株#值得关注&
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鲍曼不动杆菌是医院感染常见病原菌#该菌广泛存在于自

然界.人体皮肤等环境#是医院感染最主要的条件致病菌之一*

碳青酶烯类抗生素对于大多数
'

6

内酰胺酶都很稳定#抗菌谱

广#杀菌活性强#在临床上经常作为治疗革兰阴性菌感染的最

强有力的药物#是免疫功能低下重症感染患者的首选治疗药

物*但随着临床碳青霉烯类抗生素的广泛应用#鲍曼不动杆菌

对其耐药性亦日益增多#已成为国内外医学关注的热点之一*

鲍曼不动杆菌对碳青霉烯类抗生素耐药涉及的分子机制有多

方面的(

$

)

*金属
'

6

内酰胺酶$

@-/199)6

'

6917/1@1.-.

#

GIE.

&是

鲍曼不动杆菌对碳青霉烯类耐药的原因之一*为了解本院碳

青霉烯类耐药鲍曼不动杆菌耐药性及产金属
'

6

内酰胺酶情况#

本文就上述问题进行研究#现报道如下*

C

#

材料与方法

CHC

#

菌株来源
#

$P'

株鲍曼不动杆菌株均分离自
%''"

年
$

%

$%

月不重复分离$同一患者只留取初次分离株&*全部菌株均

使用
C<(=̂

全自动微生物鉴定系统鉴定菌种*

CHD

#

抗菌药物敏感性试验
#

用
6̂I

法测定
$!

种抗菌药物的

敏感性*药敏纸片'替卡西林.哌拉西林.哌拉西林"三唑巴坦.

头孢唑肟.头孢曲松.亚胺培南.美洛培南.头孢他啶.头孢噻

肟.头孢吡肟.氨曲南.复方新诺明.庆大霉素.阿米卡星.妥布

霉素.左旋氧氟沙星.环丙沙星为英国
BX)*:

公司产品*

GZ

培养基由重庆庞通医疗器械有限公司提供*根据美国
MEL<

%''"

年版标准进行敏感性判断#其中把碳青霉烯类耐药鲍曼

不动杆菌作为本研究的实验菌株*

CHE

#

细菌处理
#

挑纯培养菌落置
'H&@E

离心管内$内预置

%''+

0

"

@E

蛋白酶
^

溶液
%''

"

E

&#

&Ue

水浴
%3

#改
T&e

水

浴
$'@*+

#离心$

$&'''4

"

@*+

&

P'.

#上清液即为基因检测的模

板液#

h%' e

冰箱保存备用*质粒碱裂解提取试剂.染色体

[RD

提取试剂.

KM5

扩增试剂盒为上海生工生物公司*

CHF

#

金属
'

6

内酰胺酶的表型检测$

=[(D

增强和协同实验&

#

'H&

麦氏单位的待检菌涂布
GZ

平板#贴美罗培南$

$'

"

0

&药

敏纸片
%

片#相距
#7@

#其中一张美罗培南药敏纸片滴加
'H&

@)9

"

E=[(D$'

"

E

%在另一张美罗培南药敏纸片相距
$H&7@

处贴空白纸片并滴加
'H&@)9

"

E=[(D$'

"

E

*

P&e

培养过

夜后观察#若美罗培南抑菌圈在靠近
=[(D

纸片侧明显扩大

者和加
=[(D

美罗培南纸片抑菌圈比没加
=[(D

美罗培南抑

菌圈大
&@@

者判断金属酶阳性*

CHG

#

耐药基因检测
#

用
KM5

方法检测
<GK6$

.

<GK6%

.

C<G6

$

.

C<G6%

酶的编码基因*各基因的扩增引物如表
$

*

各靶基因
KM5

扩增体系均为'每反应体系
K$

.
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引物各
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*总反应体

积
%'

"

E

$其中模板液
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扩增产物大于
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环参数均为'

TPe

预变性
%@*+

#然后
TPeU'.

#

&&eU'.

#

!%eU'.

#循环
P&

周期#最后
!%e

延长至
&@*+

*

KM5

扩增

产物小于
&'';

>

热循环参数均为'

TPe

预变性
%@*+

#然后
TP

eP'.

#

&&eP'.

#

!%eU'.

#循环
P&

周期#最后
!%e

延长至

&@*+

*扩增产物作
%]

琼脂糖凝胶电泳#紫外凝胶电泳成像仪

下观察#并纪录结果*

表
$

##

靶基因
KM5

引物序列

基因名称 引物序列$

&i

&

Pi

& 产物长度$

;

>

&

<GK6$ K$

'
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K%

'
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<GK6% K$

'

NNMDN(MNMMM(DDDDMDDD !P!
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'
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C<G K$

'
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K%
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C<G6% K$

'
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K%

'
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D

#

结
##

果

DHC

#

&$

株碳青霉烯类耐药鲍曼不动杆菌来源以及对常用抗

生素药敏情况
#

&$

株碳青霉烯类耐药鲍曼不动杆菌来源分布

情况'

#$

株来源于痰液#

!

株来源于脓液#其余
P

株分别来源于

血液.脑脊液和胸水#分布在呼吸科$

%%

株&.神经外科$

$'

株&.

急救部$

!

株&.重症监护室$

#

株&.肝胆科$

P

株&.烧伤科$

%

株&.胸外科$

$

株&.骨科$

$

株&.老年科$

$

株&*

&$

株碳青霉烯

类耐药鲍曼不动杆菌对常用抗生素药敏情况如表
%

所示*

表
%

#

&$

株鲍曼不动杆菌对抗菌药物敏感性"

]

#

抗生素名称 敏感 中介 耐药

庆大霉素
!H" #PH$ #TH$

阿米卡星
T#H$ 'H' &HT

妥布霉素
P&HP $$H" &%HT

环丙沙星
'H' 'H' $''

左旋氧氟沙星
PHT $THU !UH&

氨曲南
$HT $HT TUH%

头孢曲松
'H' 'H' $''

头孢吡肟
'H' $HT T"H$

头孢噻肟
' ' $''

头孢他啶
$HT &HT T%H%

替卡西林
'H' 'H' $''

哌拉西林"他唑巴坦
$HT ' T"H$

哌拉西林
'H' 'H' $''

头孢唑肟
'H' $HT T"H$

美洛培南
PHT 'H' TUH$

亚胺培南
$HT PHT T#H%

复方新诺明
PHT ' TUH$

##

$

%

#

和
U

%

T

电泳条带相同#

&

显示电泳条带与其他不相同*

图
$

##

K[5D

电泳结果图

DHD

#

金属
'

6

内酰胺酶表型检测检验结果
#

=[(D

增强与协同

实验实验结果$图
$

&'

&$

株鲍曼不动杆菌
%!

株阳性#阳性率为

&%HT]

*

DHE

#

耐药基因检测结果
#

分析结果得出#

&$

株
M5DI

产
I

类

碳青霉烯酶$金属酶&有
%P

株#阳性率为
#&H$]

#见表
P

.图
%

*

表
P

#

&$

株碳青霉烯类耐药鲍曼不动杆菌耐药基因检测结果

基因名称 阳性株数 阳性率$

]

&

<GK6$ $P %&H&

<GK6% ' '

C<G ' '

C<G6% $' $THU

##

G

'

@14J-4

%

L

'标本%

R

'阴性对照%

K

'阳性对照*

图
%

##

金属
'

6

内酰胺酶基因
KM5

产物电泳图

E

#

讨
##

论

鲍曼不动杆菌是医院感染重要病原菌#该菌常常呈多重耐

药#甚至泛耐药#并且耐药菌可以在特定的病房引起大规模的

暴发流行*由于鲍曼不动杆菌感染的发病率和病死率的报道

日益增加#有学者将其誉为,革兰阴性的对苯唑西林耐药的金

黄色葡萄球菌$

G5LD

&-

(

%

)

*

碳青霉烯类抗生素是目前临床应用最广泛.抗菌活性最强

大的抗生素之一*随着该药的广泛使用#已出现碳青霉烯类耐

药的鲍曼不动杆菌*对碳青霉烯类耐药#就意味着对现有的常

用
'

6

内酰胺类耐药#甚至出现泛耐株$

>

1+64-.*./1+7-K[5D

&*

K[5D

引起的感染#常常无药可用#病死率高#引起广泛的重

视*本研究也调查西南医院
%''"

年鲍曼不动杆菌对碳青霉烯

类的耐药为
P!]

(

P

)

#较前几年有较大幅度的升高*本研究分

析
&$

株碳青霉烯类耐药鲍曼不动杆菌对常用抗生素的耐药情

况表明'除氨基糖苷类和左旋氧氟沙星外#其他常用抗生素的

耐药率均在
T']

以上*阿米卡星耐药率仅为
&HT]

#可作为碳

青霉烯类耐药鲍曼不动杆菌治疗的首选#但由于其不良反应又

限制其在临床使用*

鲍曼不动杆菌对碳青霉烯类抗生素的耐药机制是产生碳

青霉烯酶(

#

)

*碳青霉烯酶是指能够明显水解至少亚胺培南或

美罗培南的一类
'

6

内酰胺酶#包括
D@;9-4

分类中的
D

.

I

.

[

三类酶*在不动杆菌中发现的碳青霉烯酶主要为
I

类和
[

类

酶(

&

)

*

I

类为金属酶#常见有
<GK

和
C<G

型
'

6

内酰胺酶%

[

类为苯唑西林酶$

B_D

类酶&#按同源性可分为
%

组#第
$

组代

表有
B_D6%P

#第
%

组代表有
B_D6%#

*

金属
'

6

内酰胺酶检测的方法有
=[(D

增强.协同实验#本

研究结果
&$

株碳青霉烯类耐药鲍曼不动杆菌金属
'

6

内酰胺酶

阳性率为
&%HT]

$

%!

"

&$

&*本实验通过分子生物学方法检测'

<GK$

阳性率为
%&H&]

$

$P

"

&$

&#

C<G6%

阳性率为
$THU]

$

$'

"

&$

&*从这些数据可以看出在西南医院碳青$下转第
%'T"

页&
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的高电子密度沉积物*经实验结果观察#本实验采用微量注射

器未对大鼠脊髓造成任何损伤*

通过
B=M.

移植不但可以促进神经元和轴突再生#并且可

以通过分泌补充神经营养因子来挽救濒死的神经元成为研究

者的共识*本研究显示#脊髓内
B=M.

移植后
#

.

"

周结果#能

够显著促进尼氏染色中脊髓运动神经元的存活百分比#而且可

以显著提高再生运动神经元的数目#修复神经元的超微结构*

并且随时间增长作用逐渐增强*因此#本研究通过脊髓内

B=M.

细胞直接移植观察到其对脊髓运动神经元存活和再生

的双重促进作用#希望能为临床治疗中枢和周围神经损伤提供

新的思路*
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霉烯类耐药鲍曼不动杆菌金属酶阳性率较高#达到了
#&H$]

$

%P

"

&$

&*当然#可以看出利用虽然
=[(D

增强.协同实验检

测金属酶都出现假阳性#但是用该方法筛选金属酶还是具有一

定的临床意义*

总之#碳青霉烯类耐药鲍曼不动杆菌逐年增多#给医务工

作者再次敲响了警钟#临床医生一定要注意合理用药#而实验

室工作人员应加强耐药菌的监测以及对产酶菌株进行筛选#及

时发现产酶菌株#以便早期预防#同时配合医院控感部门#做好

感染控制工作#防止产酶菌的暴发流行*
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