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摘要：目的　 评估基质辅助激光解吸 ／电离飞行时间质谱（ＭＡＬＤＩＴＯＦ ＭＳ）技术对醋酸钙不动杆菌－鲍曼不动杆菌复合群内菌
种的鉴定能力。方法　 收集 ２０１８年 １月至 ２０２０年 ３月经 Ｖｉｔｅｋ ２全自动微生物鉴定仪鉴定为醋酸钙不动杆菌－鲍曼不动杆
菌复合群的菌株 ２８０株，用 Ｖｉｔｅｋ ＭＡＬＤＩＴＯＦ ＭＳ（Ｖ３．２）鉴定并用 ｇｙｒＢ基因测序验证，比较复合群内不同种间的耐药性差异。
结果　 ２８０株醋酸钙不动杆菌－鲍曼不动杆菌复合群经 Ｖｉｔｅｋ ＭＡＬＤＩＴＯＦ ＭＳ鉴定，结果为鲍曼不动杆菌 ２５１ 株、医院不动杆
菌 １５株和皮特不动杆菌 １４株。质谱鉴定结果与基因测序结果符合率为 １００％。鲍曼不动杆菌对多种抗菌药物均表现为高度
耐药，耐药率多在 ６０％以上，医院不动杆菌和皮特不动杆菌对多种抗菌药物呈现高度敏感。除了对阿米卡星、米诺环素、复方
磺胺甲唑外，鲍曼不动杆菌对各种检测药物的耐药性显著高于医院不动杆菌和皮特不动杆菌，差异有统计学意义（Ｐ＜
０．０５）；医院不动杆菌和皮特不动杆菌在各种检测药物耐药率上差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。结论 　 Ｖｉｔｅｋ ＭＡＬＤＩＴＯＦ ＭＳ
３．２版本可实现醋酸钙不动杆菌－鲍曼不动杆菌复合群不同种的鉴定；醋酸钙不动杆菌－鲍曼不动杆菌复合群不同种的药敏结
果存在差异性。
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　 　 醋酸钙不动杆菌－鲍曼不动杆菌复合群（Ａｃｉｎｅ
ｔｏｂａｃｔｅｒ ｃａｌｃｏａｃｅｔｉｃｕｓＡｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒ ｂａｕｍａｎｎｉｉ ｃｏｍ
ｐｌｅｘ）又称为鲍曼不动杆菌复合群，包括鲍曼不动杆
菌（Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒ ｂａｕｍａｎｎｉｉ）、醋酸钙不动杆菌（Ａｃｉｎ
ｅｔｏｂａｃｔｅｒ ｃａｌｃｏａｃｅｔｉｃｕｓ）、皮特不动杆菌（Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒ
ｐｉｔｔｉｉ）、医院不动杆菌（Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒ ｎｏｓｏｃｏｍｉａｌｉｓ）、塞
弗特不动杆菌和戴克肖不动杆菌，各菌种因表型相

似，生化试验无法区分。研究发现，鲍曼不动杆菌复

合群不同菌种对抗菌药物的耐药性存在差异［１］，因

此将该复合群准确鉴定至种对临床用药有指导意

义。Ｖｉｔｅｋ ＭＡＬＤＩＴＯＦ ＭＳ升级至 ３．２版本后可鉴定
鲍曼不动杆菌、医院不动杆菌和皮特不动杆菌。本研

究旨在验证该版本对临床分离鲍曼不动杆菌复合群

鉴定的准确性以及评估各种间的药敏结果差异性。

１　 材料与方法

１．１　 菌株来源　 收集广东省中医院 ２０１８ 年 １ 月至
２０２０年 ３月临床分离非重复鲍曼不动杆菌复合群
菌株 ２８０株，样本分布包括痰液 ２０７株、尿液 ２８ 株、
引流液 １６ 株、分泌物 １３ 株、血液 ６ 株、脓液 ４ 株和
其他 ６株。所有菌株经 Ｖｉｔｅｋ ２全自动细菌鉴定 ／药
敏分析仪鉴定。质控菌株大肠埃希菌 ＡＴＣＣ ２５９２２
和铜绿假单胞菌 ＡＴＣＣ ２７８５３ 来源于广东省临床检
验中心。

１．２　 主要仪器和试剂　 Ｖｉｔｅｋ ＭＡＬＤＩＴＯＦ ＭＳ 仪（Ｖ
３．２）、Ｖｉｔｅｋ ２ 全自动细菌鉴定药敏分析仪及配套
ＧＮ３３５药敏卡、质谱基质液（Ｖｉｔｅｋ ＭＳ ＣＨＣＡ Ｍａ
ｔｒｉｘ）、大肠埃希菌 ＡＴＣＣ ８７３９（法国生物梅里埃公
司），９６ 孔基因扩增仪（美国 ＡＢＩ 公司），金属浴仪
（杭州博日公司），电泳仪及凝胶成像系统（美国

ＢｉｏＲａｄ公司）；血平板、ＭＨ平板（江门凯林公司），
抗菌药物药敏纸片（英国 Ｏｘｏｉｄ 公司），ＰＣＲ 试剂
（日本 ＴａＫａＲａ公司），引物合成及测序（上海生工广
州公司）。

１．３　 ｇｙｒＢ 序列扩增及测序分析　 煮沸法提取细菌
ＤＮＡ：用接种环挑取血平板上单个菌落接种于 ３ ｍＬ
ＬＢ 肉汤中，３７ ℃ １８０ ｒ ／ ｍｉｎ 过夜；取 １．５ ｍＬ 菌液
１２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ ５ ｍｉｎ，弃上清液；加入 １ ｍＬ 生理盐水
洗涤后 １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ ５ ｍｉｎ，弃上清液。加双蒸水
５００ μＬ，混匀后于 ９５ ℃ １０ ｍｉｎ，１２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ ５ ｍｉｎ，
上清液即为细菌 ＤＮＡ 模板。参考文献［２］方法进行

ｇｙｒＢ序列扩增及测序分析。ｇｙｒＢ 引物序列包括 Ｆ：
５′ＣＣＡＡＣＨＧＡＴＡＴＷＣＡＹＣＣＷＧＡＡＧ３′和 Ｒ：５′ＴＣＴ
ＴＴＴＴＣＹＴＧＡＣＡＧＴＣＮＧＣＣＡ３′。ＰＣＲ 反应体系为
２５ μＬ：２ × ｐｒｅｍｉｘ Ｔａｑ １２． ５ μＬ，上、下游引物
（１０ μｍｏｌ ／ Ｌ）各 １ μＬ，ＤＮＡ 模板 ２ μＬ，ｄｄＨ２Ｏ
８．５ μＬ。ＰＣＲ反应条件为：９４ ℃ ５ ｍｉｎ；９４ ℃ ３０ ｓ，
５２ ℃ ４０ ｓ，７２ ℃ ９０ ｓ，３２个循环；７２ ℃ ５ ｍｉｎ。扩增
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产物经 １０ ｇ ／ Ｌ 琼脂糖凝胶电泳观察。扩增产物送
上海生工广州公司进行单向测序，测序结果在 ＮＣＢＩ
网站（ｈｔｔｐ：／ ／ ｂｌａｓｔ． ｎｃｂｉ． ｎｌｍ． ｎｉｈ． ｇｏｖ ／ Ｂｌａｓｔ． ｃｇｉ）进行
ＢＬＡＳＴ分析。序列比对用 ＤＮＡｍａｎ软件进行。
１．４　 Ｖｉｔｅｋ ＭＡＬＤＩＴＯＦ ＭＳ 鉴定　 将鲍曼不动杆菌
复合群保存菌株转种于血平板，３５ ℃ 培养 １８ ～
２４ ｈ；挑取单个菌落，均匀涂布于靶板上，随即在每个
靶板孔中加入 １ μＬ 质谱基质液，待自然风干后上机
鉴定。用 ３．２版本数据库进行结果判读，当鉴定结果
选项仅有 １个且可信度在 ６０％～９９．９％时为可接受的
鉴定结果。大肠埃希菌 ＡＴＣＣ ８７３９为质控菌株。
１．５　 药敏试验　 用 Ｖｉｔｅｋ ２ 全自动微生物分析系统
进行药敏试验，ＫＢ 法进行头孢哌酮 ／舒巴坦、美罗
培南药敏试验。大肠埃希菌 ＡＴＣＣ ２５９２２ 和铜绿假
单胞菌 ＡＴＣＣ ２７８５３ 为质控菌株。参照美国临床和
实验室标准化协会（ＣＬＳＩ）２０２０版判读标准［３］。

１．６　 统计学分析　 用 ＷＨＯＮＥＴ ５．６ 进行药敏数据
统计，用 ＳＰＳＳ １９．０ 软件进行统计学分析。计数资
料用率表示，率的比较用卡方检验和 Ｆｉｓｈｅｒ 精确概
率检验。以 Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　 结果

２．１　 ｇｙｒＢ序列扩增及测序结果 　 ２８０ 株鲍曼不动
杆菌复合群菌株经 ｇｙｒＢ基因序列分析，可分为鲍曼
不动杆菌 ２５１株、医院不动杆菌 １５株和皮特不动杆
菌 １４株。ｇｙｒＢ 可变区序列间差异采用 ＤＮＡｍａｎ 软
件比对，３７９～１ ０１９ ｂｐ 是 ｇｙｒＢ 基因高度可变区，可
实现 ３种菌种鉴别。电泳图谱和序列分析分别见图
１和图 ２。

　 　 注：Ｍ，ＤＬ２０００ ｍａｒｋｅｒ；１、２，鲍曼不动杆菌；３、４，医院不动杆菌；

５、６，皮特不动杆菌；７，阴性对照；８，阳性对照。

图 １　 ｇｙｒＢ基因扩增产物电泳分析

注：序列右侧的数值，碱基在测序序列中的位置；ｃｏｎｓｅｎｓｕｓ，比对碱基的一致性。

图 ２　 ３种菌种 ｇｙｒＢ基因可变区测序结果的比对

２．２　 鲍曼不动杆菌复合群质谱鉴定结果　 ２８０株鲍
曼不动杆菌复合群菌株经质谱鉴定，分别为鲍曼不

动杆菌 ２５１株、医院不动杆菌 １５株和皮特不动杆菌
１４株。与测序鉴定结果一致。
２．３　 药敏结果　 鲍曼不动杆菌对多种临床常用抗
菌药物的耐药率在 ６０％以上，对复方磺胺甲唑、

阿米卡星和米诺环素的耐药率较低，分别为 ４９．４％、
１９．８％和 １１．１％。医院不动杆菌和皮特不动杆菌对
常用抗菌药物均保持较高的敏感性，其耐药率明显

低于鲍曼不动杆菌，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。
医院不动杆菌与皮特不动杆菌对常用抗菌药物耐药

率差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。见表 １。
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表 １　 常见抗菌药物耐药情况

抗菌药物

耐药率（％）
鲍曼不动杆菌

（ｎ＝ ２５１）
医院不动杆菌

（ｎ＝ １５）
皮特不动杆菌

（ｎ＝ １４）

耐药率比较分析

鲍曼 ｖｓ医院
χ２ Ｐ

鲍曼 ｖｓ皮特
χ２ Ｐ

医院 ｖｓ皮特
Ｐ

哌拉西林 ／他唑巴坦 ７８．６ ６．６ ０ ３５．７４ ＜０．０１ ３９．９２ ０．０１ １
头孢他啶 ７２．７ ６．６ ２１．５ ２５．７５ ＜０．０１ １４．２１ ０．０１ ０．３３
头孢曲松 ６４．３ ６．６ ３５．７ １７．１７ ＜０．０１ ３．４４ ０．０６４ ０．０８
头孢吡肟 ７１．５ ６．６ ２１．５ ２４．３４ ＜０．０１ １３．２３ ０．０１ ０．３３
头孢哌酮 ／舒巴坦 ６１．９ ６．６ ０ １５．５７ ＜０．０１ １８．４１ ０．０１ １
亚胺培南 ７４．４ ６．６ ０ ２７．６９ ＜０．０１ ３１．３４ ０．０１ １
美罗培南 ８０．９ ６．６ ０ ３８．２９ ＜０．０１ １７．７７ ０．０１ １
环丙沙星 ８０．６ １３．２ ２８．６ ３０．５６ ＜０．０１ １７．１０ ０．０１ ０．３９
左氧氟沙星 ６９．９ ６．６ ２１．５ ２２．５４ ＜０．０１ １２．０２ ０．０１ ０．３３
多西环素 ７８．９ ０ ０ ３８．６６ ＜０．０１ ３６．４０ ０．０１ —

妥布霉素 ７１．７ １３．３ ０ １８．９０ ＜０．０１ ２６．９６ ０．０１ ０．４８
复方磺胺甲唑 ４９．４ ６．６ ２１．５ ８．７１ ＜０．０５ ３．１０ ０．０７８ ０．３３
阿米卡星 １９．８ ０ ０ ２．４６ ０．１２ ２．２３ ０．１４ —

米诺环素 １１．１ ０ ０ ０．８４ ０．３６ ０．７３ ０．３９ —

　 　 　 　 　 注：—，无数据。

３　 讨论

　 　 本研究结果显示，Ｖｉｔｅｋ ＭＳ（Ｖ３．２）对鲍曼不动
杆菌、医院不动杆菌和皮特不动杆菌的鉴定准确率

为 １００％，提示 Ｖｉｔｅｋ ＭＳ 可快速准确将鲍曼不动杆
菌复合群鉴定至种。本研究未检出醋酸钙不动杆

菌、塞弗特不动杆菌和戴克肖不动杆菌，可能与纳入

菌株数量偏少有关。有研究显示，醋酸钙不动杆菌

多为环境菌株，塞弗特不动杆菌和戴克肖不动杆菌

在临床亦偶见报道［４５］，目前尚未见运用质谱技术对

塞弗特不动杆菌和戴克肖不动杆菌鉴定的研究。因

此，质谱对群内其他种的鉴定能力还有待评估。

本研究中皮特不动杆菌和医院不动杆菌的检出

率约为 ５％，与国内报道相一致［６］，而欧美国家血流

感染鲍曼不动杆菌复合群菌种构成中皮特不动杆菌

和医院不动杆菌分离率超过 ５０％［７］。由此可见，皮
特不动杆菌和医院不动杆菌的临床检出存在地区差

异。本研究中 ２５１株鲍曼不动杆菌对绝大多数药物
均具有较高耐药性，仅对阿米卡星和米诺环素有一

定的敏感性。而医院不动杆菌与皮特不动杆菌对大

部分检测药物呈现敏感。虽然二者对头孢曲松、复

方磺胺甲唑、阿米卡星、米诺环素的耐药率与鲍曼

不动杆菌相差较大，但差异无统计学意义，后续研究

将扩大菌株数量进一步验证。鲍曼不动杆菌复合群

不同菌种间的耐药谱存在较大差异，质谱技术可实

现鲍曼不动杆菌复合群内种的鉴定，对临床经验性

用药具有较好的指导作用。
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