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吴江地区多重耐药鲍曼不动杆菌碳青霉烯酶基因携带情况及同源性
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［摘　要］　目的　了解吴江地区临床分离多重耐药鲍曼不动杆菌（ＭＤＲＡＢ）碳青霉烯酶基因携带情况和同源性。

方法　收集吴江地区３所综合性医院２０１０年１月—２０１３年１２月临床分离的非重复 ＭＤＲＡＢ４４株，测定其最低

抑菌浓度（ＭＩＣ）；采用聚合酶链反应（ＰＣＲ）扩增碳青霉烯酶基因犗犡犃５１、犗犡犃２３、犗犡犃２４、犗犡犃５８、犐犕犘、

犜犈犕、犛犎犞和犌犈犛，脉冲场凝胶电泳（ＰＦＧＥ）分析菌株同源性。结果　４４株 ＭＤＲＡＢ主要来源标本为痰（占

９３．１８％），主要分布在重症监护病房（ＩＣＵ）、呼吸科和神经外科，各占４５．４５％、２７．２７％和１３．６４％；ＭＤＲＡＢ对米

诺环素和多粘菌素Ｂ均敏感，对哌拉西林、氨苄西林／舒巴坦、头孢他啶、庆大霉素、阿米卡星、环丙沙星耐药率均为

１００．００％，对亚胺培南和美罗培南耐药率均为９７．７３％。４４株 ＭＤＲＡＢ均检出犗犡犃５１、犗犡犃２３和犜犈犕 基因，其

中１２株菌犌犈犛基因阳性，犗犡犃５８和犛犎犞基因阳性各１株，未检测到犗犡犃２４及犐犕犘基因；ＭＤＲＡＢ分为Ａ—Ｇ

７个型别，分别为１９、３、９、３、１、４、５株。Ａ型主要来源于吴江地区的两所大型综合性医院（吴江第一人民医院和盛

泽医院），吴江第一人民医院未发现Ｂ、Ｄ和Ｅ型；Ｅ型仅１株，分布在永鼎医院，其余型别散在分布。结论　吴江地

区临床分离鲍曼不动杆菌多重耐药严重，基因犗犡犃２３和犜犈犕 是鲍曼不动杆菌多重耐药的主要原因，并以 Ａ、Ｃ

型为主，呈克隆性传播。

［关　键　词］　鲍曼不动杆菌；碳青霉烯酶基因；多重耐药；脉冲场凝胶电泳；ＰＦＧＥ
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　　鲍曼不动杆菌是医院感染的重要条件致病菌，

其感染日益增多，仅次于铜绿假单胞菌和大肠埃希

菌［１］。随着广谱抗菌药物、糖皮质激素、免疫抑制剂

等的应用，以及介入性医疗操作的广泛展开，使多重

耐药鲍曼不动杆菌（ｍｕｌｔｉｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｔ犃犮犻狀犲狋狅

犫犪犮狋犲狉犫犪狌犿犪狀狀犻犻，ＭＤＲＡＢ）的临床分离率日益增

高［２］，其引起的医院感染已成为全球关注的公共卫

生问题［３］。为了解吴江地区临床分离的 ＭＤＲＡＢ

的耐药现状，探讨其流行趋势、耐药机制及同源性，

对吴江地区３所综合性医院临床分离的４４株

ＭＤＲＡＢ进行相关研究，以期为控制和预防耐药鲍

曼不动杆菌感染提供科学依据。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　标本来源　收集２０１０年１月—２０１３年１２月

吴江地区３所综合性医院（吴江第一人民医院、盛泽

医院、永鼎医院）各类临床标本分离的４４株非重复

的 ＭＤＲＡＢ，所有菌株均经法国梅里埃ＡＰＩ细菌鉴

定系统或 ＶＩＴＥＫ２全自动微生物鉴定系统鉴定。

质控菌株为大肠埃希菌 ＡＴＣＣ２５９２２、铜绿假单胞

菌ＡＴＣＣ２７８５３和金黄色葡萄球菌ＡＴＣＣ２９２１３。

１．１．２　抗菌药物　包括亚胺培南、美罗培南、头孢他

啶、头孢吡肟、庆大霉素、阿米卡星、环丙沙星、多粘菌

素Ｂ、哌拉西林、米诺环素和氨苄西林／舒巴坦。

１．１．３　仪器与试剂　ＶＩＴＥＫ２鉴定仪（法国生物

梅里埃公司）、ＳＤＳＰＡＧＥ 电泳仪（美国 ＢｉｏＲａｄ

３０００ＸＩ公司）、９６００型基因扩增仪（美国ＰＥ公司）、

凝胶成像仪（美国ＢｉｏＲａｄ公司）、ＣＨＥＦＭＡＰＰＥＲ

脉冲场凝胶电泳仪（南京军区南京总医院中心实验

室提供）；ＭＨ 琼脂购自英国 Ｏｘｏｉｄ公司，ＤＮＡ提

取试剂盒购自Ｑｉａｇｅｎ公司，ＤＮＡｍａｒｋｅｒ购自大连

宝生物公司，其余均为国产分析纯试剂；引物由南京

生兴生物技术有限公司合成。

１．２　方法

１．２．１　药敏试验　采用琼脂稀释法测定１２种抗菌

药物的最低抑菌浓度（ｍｉｎｉｍｕｍｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｃｏｎｃｅｎ

ｔｒａｔｉｏｎ，ＭＩＣ），结果判定按美国临床实验室标准化

协会（ＣＬＳＩ）２０１２年标准
［４］进行。

１．２．２　耐药基因检测　参照文献［５］合成引物，见

表１。细菌基因组提取步骤参照试剂盒说明书。

ＰＣＲ反应体系为：ＴａｑＭｉｘ２５μＬ，引物各１μＬ，模板

１μＬ，用ＲｎａｓｅＦｒｅｅｄＨ２Ｏ补至５０μＬ。扩增参数为

９４℃５ｍｉｎ，然后９４℃３０ｓ，５５℃６０ｓ，７２℃９０ｓ进

行３０个循环，７２℃７ｍｉｎ，４℃保存。ＰＣＲ扩增产物

进行琼脂糖凝胶电泳后在凝胶成像系统中拍照。

表１　目的基因ＰＣＲ扩增引物序列

犜犪犫犾犲１　ＰｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｆｏｒｔａｒｇｅｔｅｄ

ｇｅｎｅｓ

目的基因 引物序列
扩增片段

大小（ｂｐ）

犗犡犃５１ Ｐ１：５’ＴＡＡＴＧＣＴＴＴＧＡＴＣＧＧＣＣＴＴＧ３’ ３５３

Ｐ２：５’ＴＧＧＡＴＴＧＣＡＣＴＴＣＡＴＣＴＴＧＧ３’

犗犡犃２３ Ｐ１：５’ＴＧＴＧＣＴＧＧＴＴＡＴＴＣＡＡＡＣ３’ ２１６

Ｐ２：５’ＡＴＧＧＣＴＴＣＴＣＣＴＡＧＴＧＴＣ３’

犗犡犃２４ Ｐ１：５’ＴＧＡＣＴＴＴＡＧＧＴＧＡＧＧＣＡＡＴＧ３’ ２２３

Ｐ２：５’ＡＡＡＧＧＴＡＡＴＣＧＧＴＴＡＴＧＴＧＣ３’

犗犡犃５８ Ｐ１：５’ＴＡＴＧＧＣＡＣＧＣＡＴＴＴＡＧＡＣ３’ ５０９

Ｐ２：５’ＡＡＡＣＣＣＡＣＡＴＡＣＣＡＡＣＣＣ３’

犐犕犘 Ｐ１：５’ＣＡＴＧＧＴＴＴＧＧＴＧＧＴＴＣＴＴＧＴ３’ ５８２

Ｐ２：５’ＡＴＡＡＴＴＴＧＧＣＧＧＡＣＴＴＴＧＧＣ３’

犛犎犞 Ｐ１：５’ＧＧＴＴＡＴＧＣＧＴＴＡＴＡＴＴＣＧＣＣ３’ ８６５

Ｐ２：５’ＴＴＡＧＣＧＴＴＧＣＣＡＧＴＧＣＴＣ３’

犌犈犛 Ｐ１：５’ＡＴＴＴＧＣＴＧＡＴＴＴＣＧＣＴＣＧＧ３’ ３９２

Ｐ２：５’ＴＴＡＧＣＧＴＴＧＣＣＡＧＴＧＣＴＣ３’

犜犈犕 Ｐ１：５’ＡＴＣＡＧＣＡＡＴＡＡＡＣＣＡＧＣ３’ ５１６

Ｐ２：５’ＣＣＣＣＧＡＡＧＡＡＣＧＴＴＴＴＣ３’

１．２．３　脉冲场凝胶电泳（ＰｕｌｓｅｄＦｉｅｌｄＧｅｌＥｌｅｃｔｒｏ

ｐｈｏｒｅｓｉｓ，ＰＦＧＥ）分型　将３５℃培养过夜的细菌用

低熔点胶灌模，蛋白酶 Ｋ消化４８ｈ，限制性内切酶

ＡｐａＩ酶切１２ｈ，电泳条件为１％琼脂糖胶，０．５×

ＴＢＥ缓冲液，１４℃，６Ｖ／ｃｍ，１２０°，脉冲时间５～

２０ｓ，电泳２２ｈ后ＥＢ染色，紫外灯下观察结果。判

断标准参考Ｔｅｎｖｏｅｒ分型方法：大多数流行病学相

关带型大小和数量相同的菌株被认为是同一类型；
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由于突变、插入、缺失或倒置的遗传改变在电泳带型

上与主要表型有３个或３个以下差别的菌株被认为

是同一型别的不同亚型；带型中有４或４个以上不

同之处不能用１次或２次遗传变化解释的，被认为

是不同型别。

２　结果

２．１　ＭＤＲＡＢ来源标本及科室　ＭＤＲＡＢ标本来

源：４１株（９３．１８％）来源于痰标本，其余３株分别来

自脑脊液、导管和胸腔积液。ＭＤＲＡＢ主要分布于

重症监护病房（ＩＣＵ）、呼吸科、神经外科和急诊科，

分别占４５．４５％、２７．２７％、１３．６４％、９．０９％。

２．２　药敏结果　ＭＤＲＡＢ对米诺环素和多粘菌素Ｂ

均敏感，对哌拉西林、氨苄西林／舒巴坦、头孢他啶、庆

大霉素、阿米卡星、环丙沙星耐药率为１００．００％，对亚

胺培南和美罗培南均为９７．７３％。见表２。

表２　４４株 ＭＤＲＡＢ对１１种抗菌药物的药敏试验结果

犜犪犫犾犲２　Ｓｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙｔｅｓｔｉｎｇｒｅｓｕｌｔｓｏｆ４４ＭＤＲＡＢｉｓｏｌａｔｅｓｔｏ１１ｋｉｎｄｓｏｆａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌａｇｅｎｔｓ

抗菌药物 Ｒ（％） Ｉ（％） Ｓ（％） ＭＩＣ５０ ＭＩＣ９０ ＭＩＣ范围

哌拉西林 １００．００ ０．００ ０．００ ２５６ １０２４ ２５６～２０４８

氨苄西林／舒巴坦 １００．００ ０．００ ０．００ ６４ １２８ ３２～２５６

头孢他啶 １００．００ ０．００ ０．００ ２５６ ２５６ １２８～２５６

头孢吡肟 ８８．６４ １１．３６ ０．００ ３２ ６４ １６～１２８

亚胺培南 ９７．７３ ０．００ ２．２７ ３２ １２８ ４～１２８

美罗培南 ９７．７３ ０．００ ２．２７ ３２ ３２ ２～１２８

庆大霉素 １００．００ ０．００ ０．００ １２８ ２５６ ６４～＞５１２

阿米卡星 １００．００ ０．００ ０．００ ２５６ ＞５１２ １２８～＞５１２

米诺环素 ０．００ ０．００ １００．００ ０．５ １ ０．５～２

环丙沙星 １００．００ ０．００ ０．００ １２８ １２８ ３２～２５６

多粘菌素Ｂ ０．００ ０．００ １００．００ ０．５ １ ０．５～２

２．３　耐药基因检测结果　４４株 ＭＤＲＡＢ均检出

犗犡犃５１、犗犡犃２３和犜犈犕 基因，其中１２株菌犌犈犛

基因阳性，犗犡犃５８和犛犎犞阳性各１株，未检测到

犗犡犃２４及犐犕犘基因。见图１。
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　　Ｍ：ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ；Ａ１—８泳道：犗犡犃２３基因阳性；Ａ９—１１泳

道：犗犡犃５１基因阳性；Ｂ１—４泳道分别为犌犈犛、犜犈犕、犛犎犞、犗犡犃

５８基因阳性

图１　ＭＤＲＡＢ耐药基因ＰＣＲ扩增电泳图

犉犻犵狌狉犲１　ＥｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｍａｐｏｆＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｐｒｏｄｕｃｔｓ

ｏｆＭＤＲＡＢｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｔｇｅｎｅｓ

２．４　ＰＦＧＥ分型　ＭＤＲＡＢ分为Ａ—Ｇ７个型别，

分别为１９、３、９、３、１、４、５株。Ａ、Ｃ型可分成２个亚

型，Ａ１亚型１１株，Ａ２亚型８株，Ｃ１亚型５株，Ｃ２

亚型４株。Ａ型主要来源于吴江地区的两所大型综

合性医院（吴江第一人民医院和盛泽医院），吴江第

一人民医院未发现Ｂ、Ｄ和Ｅ型，Ｅ型仅１株，分布

在永鼎医院，其余型别散在分布。见图２、表３。
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图２　部分 ＭＤＲＡＢ的ＰＦＧＥ结果

犉犻犵狌狉犲２　ＰＦＧＥｒｅｓｕｌｔｓｏｆｐａｒｔｉａｌＭＤＲＡＢｓｔｒａｉｎｓ
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表３　４４株 ＭＤＲＡＢＰＦＧＥ分型结果及分布

犜犪犫犾犲３　ＰＦＧＥｇｅｎｏｔｙｐｉｎｇａｎｄｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆ４４ＭＤＲＡＢ

ｓｔｒａｉｎｓ

医院
ＰＦＧＥ型别（株）

Ａ１ Ａ２ Ｂ Ｃ１ Ｃ２ Ｄ Ｅ Ｆ Ｇ

吴江第一人民医院 ５ ６ ０ ３ ２ ０ ０ ２ １

盛泽医院 ５ ２ １ １ ０ ２ ０ １ ３

永鼎医院 １ ０ ２ １ ２ １ １ １ １

合计 １１ ８ ３ ５ ４ ３ １ ４ ５

３　讨论

鲍曼不动杆菌是医院感染的重要病原菌，由该

菌引起的医院感染和暴发事件不断增多［６］。本研究

结果显示，３所医院分离的 ＭＤＲＡＢ主要来源于痰

标本，３所医院患者主要为 ＭＤＲＡＢ引起的下呼吸

道感染，与国内相关报道［７］一致；ＩＣＵ的所占比率

最高，可能与患者病情多危重，常并发严重感染，免

疫防御功能低下，且长期或联合使用广谱抗菌药物

及接受侵入性操作（如气管插管、静脉置管）等有关。

本研究收集的４４株 ＭＤＲＡＢ对米诺环素和多

粘菌素Ｂ均敏感，对哌拉西林、氨苄西林／舒巴坦、

头孢他啶、庆大霉素、阿米卡星、环丙沙星全耐药，对

碳青霉烯类药物耐药率＞９７％，耐药情况严重；对氨

苄西林／舒巴坦全耐药可能与舒巴坦复方制剂的临

床应用增多有关［８］。

鲍曼不动杆菌对碳青霉烯类抗生素的耐药机制

十分复杂，其中产碳青霉烯酶是最主要的耐药机制。

鲍曼不动杆菌中发现的碳青霉烯酶主要为 Ａ、Ｂ和

Ｄ三类酶。其中 Ａ 类碳青霉烯酶包括犛犎犞 型和

犌犈犛型；Ｂ类碳青霉烯酶包括犐犕犘型；Ｄ类碳青霉

烯酶又称犗犡犃 型碳青霉烯酶，该类酶又根据其核

苷酸序列特点可分为４个型，分别为基因犗犡犃２３、

犗犡犃２４、犗犡犃５１、犗犡犃５８，因此本研究主要对上

述基因进行检测。４４株 ＭＤＲＡＢ均携带犗犡犃２３、

犗犡犃５１和 犜犈犕，其 携 带 率 高 于 其 他 文 献 报

道［９－１１］，其次携带率较高的是犌犈犛基因，犗犡犃５８

和犛犎犞基因阳性菌株均仅１株，说明本地区流行

的 ＭＤＲＡＢ可同时产生多种β内酰胺酶，上述基因

可能是本地区鲍曼不动杆菌多重耐药的重要机制之

一，但研究中的产酶株是否伴有其他耐药机制，仍有

待进一步实验证实。

ＰＦＧＥ分型是目前国际上公认的病原菌同源分

析的金标准。ＰＦＧＥ条带结果显示，４４株 ＭＤＲＡＢ

菌株有７种基因型，以Ａ型（１９株）和Ｃ型（９株）为

主，其余型别以散发形式存在。由于ＩＣＵ住院患者

具有病情重、自身免疫力低下和侵入性操作多等特

点，易出现医院感染暴发流行。在研究期间，Ａ型克

隆株为ＩＣＵ主要流行菌株，Ａ１亚型存在时间跨度

最长，从２０１０年５月第１次分离，到２０１３年２月仍

有此亚型的临床分离株出现，提示该克隆株可能长

期存在于ＩＣＵ，并通过某种途径造成交叉感染。本

研究未能获取环境标本，未及时进行追根溯源工作。

工作中应及时对仪器、环境消毒灭菌，严格执行手卫

生，条件允许时开展对医院暴发感染的及时追踪、分

析并切断传播途径，减少和杜绝医院感染。此外，本

研究发现，３所医院均检出Ａ１型克隆，可能与鲍曼

不动杆菌带菌患者到多所医院就诊，导致传播有关。

结合临床资料显示，吴江第一人民医院有２例 Ａ１

克隆株患者曾于２０１２年１１月２日在盛泽医院ＩＣＵ

住院，有１例Ａ１克隆株患者曾于２０１３年４月２３日

在永鼎医院ＩＣＵ住院。此时期３所医院存在某种

ＭＤＲＡＢ的暴发流行，并可能以克隆株的的形式在

病房内、病房间，甚至医院间进行传播。

综上所述，克隆播散是 ＭＤＲＡＢ的主要传播方

式，同时携带犗犡犃２３和犜犈犕 多种耐药基因是鲍

曼不动杆菌多重耐药的主要原因，临床 ＭＤＲＡＢ泛

耐药情况严重且存在院内和院间流行，应加强医护

人员在日常工作中的无菌观念，防止交叉感染，避免

克隆株流行。
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［６］　方艳平，张耀康，江凌晓，等．多重耐药鲍曼不动杆菌医院感染

同源性分析［Ｊ］．实用医学杂志，２０１３，２９（２０）：３４０９－３４１１．
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越长，医院感染的发生率也会随之增加［８］；（３）透析患

者普遍存在营养不良的情况，致患者免疫功能低下，

因此增加了患者医院感染发生的风险［９］；（４）患者同

时合并多种疾病时抵抗力下降，也是影响血液透析患

者发生医院感染的因素之一［１０］。

血液透析患者医院感染的发生受到多种因素的

影响。多因素分析结果可知：低龄与高龄、合并多种

疾病、住院时间长、透析时间长、两个及以上置管部

位和置管时间长均为发生医院感染的危险因素，与

国内外学者报告［１１－１２］一致。基于以上危险因素我

们针对性的制定了以下干预措施：（１）在静脉穿刺过

程中严格遵循无菌原则，注意留置静脉针的定期消

毒；（２）加强置管护理，减少留置管堵塞；（３）针对高

龄患者加强营养支持治疗，及时补充蛋白质，提高免

疫功能［１３］；（４）加强血液透析患者的健康教育。

综上所述，医院感染可以增加患者的经济负担，

并且多种因素影响医院感染的发生，建议采取预防

控制措施，减少医院感染的发生。
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