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呼吸犐犆犝耐碳青霉烯类鲍曼不动杆菌耐药基因的携带情况及同源性
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［摘　要］　目的　了解我院呼吸ＩＣＵ耐碳青酶烯类鲍曼不动杆菌（ＣＲＡＢ）携带的β内酰胺酶的耐药基因及其流

行特征。方法　收集２０１５年１０—１２月呼吸ＩＣＵ临床患者送检标本分离的ＣＲＡＢ。试验菌株进行５种耐药基因

（犓犘犆２、犐犕犘、犞犐犕、犖犇犕１、犗犡犃２３）ＰＣＲ特异性扩增，扩增产物进行琼脂糖凝胶电泳和测序分析，并且进行脉

冲场凝胶电泳（ＰＦＧＥ）同源性分析。结果　２０１５年１０—１２月呼吸ＩＣＵ共分离ＣＲＡＢ２２株，其中１９株（８６．３６％）

分离于痰。２２株ＣＲＡＢ对复方磺胺甲口恶唑的耐药率为５９．０９％，对米诺环素的耐药率为９．０９％，对多粘菌素Ｂ均

敏感，对其他检测抗菌药物的耐药率均为８０％以上。ＰＣＲ扩增未检出犓犘犆２、犐犕犘、犖犇犕１三种耐药基因，而

犞犐犕、犗犡犃２３阳性率均为１００％。ＰＦＧＥ同源性分析结果：２２株菌分为１３种不同带型，每种带型包含菌株数为１

～５株不等，其中９种带型（６９．２３％）分别只包含１株菌，其他４种（３０．７７％）带型包含菌株数为２～５株不等。其

中，Ａ５、Ａ７和Ａ８为同一型，Ａ９、Ａ１１、Ａ１４、Ａ１９和Ａ２２为同一型，Ａ４、Ａ１０和 Ａ１２为同一型，Ａ１６和 Ａ１８为同一

型。结论　呼吸ＩＣＵ分离ＣＲＡＢ携带的β内酰胺酶耐药基因主要为犞犐犕、犗犡犃２３型基因。同源性分析证实，有

小部分为同一克隆株，存在小范围的流行。

［关　键　词］　耐碳青霉烯酶；鲍曼不动杆菌；耐药基因；同源性分析
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［ＣｈｉｎＪＩｎｆｅｃｔＣｏｎｔｒｏｌ，２０１８，１７（１）：１６－２０］

　　耐碳青霉烯类抗生素鲍曼不动杆菌（ｃａｒｂａｐｅｎ

ｅｍｒｅｓｉｓｔａｎｔ犃犮犻狀犲狋狅犫犪犮狋犲狉犫犪狌犿犪狀狀犻犻，ＣＲＡＢ）已

成为医院感染中的重要病原菌之一，常引起严重的

感染，特别是在免疫力低下的患者中，甚至可以引起

致死性的感染［１］。碳青霉烯类抗生素是治疗革兰阴

性杆菌的最后一道防线［２］，因此，碳青霉烯类抗生素

在治疗严重感染、复杂感染、多重耐药菌感染有更好

的疗效，但随着该类抗生素的广泛应用，目前ＣＲＡＢ

菌株日益增多，给临床治疗带来新的挑战。近年来，

多地报道了急诊病房及重症监护病房（ＩＣＵ）鲍曼不

动杆菌的医院感染暴发流行［３４］。由于我院分离

ＣＲＡＢ对临床常用的抗菌药物耐药性比较严重，且

多来源于呼吸ＩＣＵ，因此，本研究收集呼吸ＩＣＵ

３个月来临床患者分离的ＣＲＡＢ２２株，分析其耐药

情况。碳青霉烯类抗生素耐药的分子机制主要由于

外源性获得碳青霉烯酶，主要分为Ｂ类和Ｄ类酶，Ｂ

类酶又称为金属β内酰胺酶（ＭＢＬｓ），目前鲍曼不

动杆菌中已被鉴别出获得性的 ＭＢＬｓ有ＩＭＰ、ＶＩＭ

型酶等，Ｄ类酶为苯唑西林酶（ＯＸＡ型酶），在鲍曼

不动杆菌中常见有 ｂｌａＯＸＡ２３、ｂｌａＯＸＡ２４、ｂｌａＯＸＡ５１、

ｂｌａＯＸＡ５８
［５］；前几年本地区的肠杆菌科细菌耐药酶基

因（犖犇犕１，犓犘犆２）调查
［６］结果表明，ＮＤＭ１为主

要携带酶型，未发现ＫＰＣ２酶型，所以本研究选取

５种水解碳青霉烯类抗生素常见的耐药酶基因

（犓犘犆２、犐犕犘、犞犐犕、犖犇犕１、犗犡犃２３）进行检测，

了解我院呼吸ＩＣＵＣＲＡＢ耐药酶基因的携带情况，

同时利用脉冲场凝胶电泳（ＰＦＧＥ）对分离的２２株

ＣＲＡＢ进行同源性分析，现将结果报告如下。

１　材料与方法

１．１　试验菌株　收集２０１５年１０—１２月呼吸ＩＣＵ

临床患者送检标本分离的ＣＲＡＢ菌株２２株（剔除

同一患者检出的重复菌株），使用菌株保存管－７０℃

保存。

１．２　试剂和仪器　ＶＩＴＥＫ２Ｃｏｍｐａｃｔ全自动微生

物分析系统及配套的药敏卡。ＰＣＲ 扩增仪使用

ＥＣｙｃｌｅＴＭ９６ＰＣＲ扩增仪；琼脂糖电泳仪为北京

六一仪器厂公司电泳仪；琼脂糖电泳成像仪使用

ＪＳ３８０自动凝胶成像系统；ＰＣＲ扩增试剂使用２×

ＰｏｗｅｒＴａｑＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ（ＢｉｏＴｅｋｅ，ＰＲ１７００）试

剂盒，琼脂糖电泳Ｍａｒｋｅｒ使用Ｄ２０００ＤＮＡＭａｒｋｅｒ

（ＴＩＡＮＧＥＮ，ＭＤ１１４）；ＰＦＧＥ 电泳仪为 Ｂｉｏｒａｄ，

ＰＦＧＥ图像录入ＢｉｏＮｕｍｅｒｉｃｓ软件包进行处理。

１．３　方法

１．３．１　菌株鉴定及药敏试验 　临床分离出的细菌

先按目标菌进行分纯，分纯后的单个菌落使用

ＶＩＴＥＫ２Ｃｏｍｐａｃｔ全自动微生物分析系统及配套

的药敏卡进行菌种鉴定、药敏试验。测得的 ＭＩＣ值

以２０１５年美国临床实验室标准化协会（ＣＬＳＩ））的

临界值判定敏感性，药敏结果显示亚胺培南或美罗

培南对目标菌 ＭＩＣ值≥８μｇ／ｍＬ，作为ＣＲＡＢ目标

菌株收集。

１．３．２　细菌ＤＮＡ的提取 　将培养１６～１８ｈ的新

鲜培养物悬浮于１００～２００μＬ无菌去离子水中，沸

水浴１０ｍｉｎ以上，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，吸取上

清液，－２０℃保存。

１．３．３　ＰＣＲ扩增及测序 　采用ＰＣＲ法进行基因

扩增，各靶基因引物序列和目的产物长度见表１。

犓犘犆２ 基 因 引 物 设 计 参 考 Ｇｅｎｂａｎｋ 中 ＤＱ

９８９６４０．１合成。ＰＣＲ反应条件：９４℃预变性５ｍｉｎ；

９４℃变性１５ｓ，５５℃退火３０ｓ，７２℃３０ｓ，共２５个循

环，最后７２℃再延伸５ｍｉｎ。ＰＣＲ扩增完产物经

１２０Ｖ，４０ｍｉｎ，１．５％琼脂糖凝胶电泳，用凝胶成像

系统观察结果、拍照并将ＰＣＲ扩增产物送上海生工

生物工程公司进行测序，结果与ＢＬＡＳＴ进行同源

性比对。由于没有犗犡犃２３基因和犞犐犕 基因的阳

性对照，为了保证 ＰＣＲ 体系的完整性，在检测

犗犡犃２３基因ＰＣＲ扩增同批体系时同时增加一个

ＫＰＣ２（８９３ｂｐ）标本作为阳性对照（ＫＰＣ２菌株由

广州呼吸疾病研究所卓超教授惠赠）；在犞犐犕 基因

ＰＣＲ体系中增加ＮＤＭ１（２９２ｂｐ）作为阳性对照，标

本为本实验室保留。

１．３．４　耐药菌株同源性分析　２２株ＣＲＡＢ采用

ＰＦＧＥ法进行同源性分析，实验中所用内切酶、实验

条件见表２。
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表１　ＣＲＡＢ耐药基因ＰＣＲ扩增引物序列及产物长度

犜犪犫犾犲１　ＰｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓａｎｄｐｒｏｄｕｃｔｌｅｎｇｔｈｏｆＰＣＲａｍｐｌｉ

ｆｉｃａｔｉｏｎｏｆＣＲＡＢｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｇｅｎｅｓ

目的基因 序列（５’－３’） 产物长度（ｂｐ）

犖犇犕１ Ｆ：ＣＡＧＣＡＣＡＣＴＴＣＣＴＡＴＣＴＣ ２９２［７］

Ｒ：ＣＣＧＣＡＡＣＣＡＴＣＣＣＣＴＣＴＴ

犐犕犘 Ｆ：ＴＴＧＡＣＡＣＴＣＣＡＴＴＴＡＣＴＧ １３９［８］

Ｒ：ＧＡＴＴＧＡＧＡＡＴＴＡＡＧＣＣＡＣＴＣＴ

犗犡犃２３ Ｆ：ＧＡＴＧＴＧＴＣＡＴＡＧＴＡＴＴＣＧＴＣＧ １０５８［９］

Ｒ：ＴＣＡＣＡＡＣＡＡＣＴＡＡＡＡＧＣＡＣＴＧ

犞犐犕 Ｆ：ＧＡＴＧＧＴＧＴＴＴＧＧＴＣＧＣＡＴＡ ３９０［１０］

Ｒ：ＣＧＡＡＴＧＣＧＣＡＧＣＡＣＣＡＧ

犓犘犆２ Ｆ：ＡＴＧＴＣＡＣＴＧＴＡＴＣＧＣＣＧＴＣＴ ８９３

Ｒ：ＴＴＴＴＣＡＧＡＧＣＣＴＴＡＣＴＧＣＣＣ

表２　２２株ＣＲＡＢＰＦＧＥ实验方法与条件

犜犪犫犾犲２　ＥｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｍｅｔｈｏｄｓａｎｄｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓｏｆＰＦＧＥｏｆ

２２ＣＲＡＢｓｔｒａｉｎｓ

名称 条件 名称 条件

ＲｕｎＴｉｍｅ１ １９ｈ Ｒａｍｐｉｎｇ ｌｉｎｅａｒ

ＩｎｉｔｉａｌＳｗｉｔｃｈＴｉｍｅ ５ｓ 起始电流 １３５ｍａ

ＦｉｎａｌＳｗｉｔｃｈＴｉｍｅ ２０ｓ Ｍａｒｋｅｒ Ｈ９８１２

ＶｏｌｔａｇｅＧｒａｄｉｅｎｔ ６Ｖ／ｃｍ Ｍａｒｋｅｒ内切酶 ＸｂａＩ

ＩｎｃｌｕｄｅｄＡｎｇｌｅ １２０° 被测菌内切酶 ＡｐａＩ

１．３．５　ＰＦＧＥ分析方法　ＰＦＧＥ图像录入ＢｉｏＮｕ

ｍｅｒｉｃｓ（Ｖｅｒｓｉｏｎ７．１，Ａｐｐｌｉｅｄｍａｔｈｓ，Ｉｎｃ．）软件包进

行处理，识别图像条带，经统一的分子质量标准进行

校准，标定条带位置，必要时进行手工校正。每两个

图像之间的相似性系数用 Ｄｉｃｅ系数（Ｄｉｃｅｃｏｅｆｆｉ

ｃｉｅｎｔｓ，ＳＤ）表示，ＳＤ＝２ｎｘｙ／（ｎｘ＋ｎｙ），其中ｎｘ是

菌株ｘ的总条带数，ｎｙ是菌株ｙ的总条带数，ｎｘｙ

是菌株ｘ和菌株ｙ共有的条带数。ＳＤ值反映不同

菌株ＰＦＧＥ图像之间的相似性程度，范围在０～１

之间，０代表完全不一样，１代表完全相同。出现不

同条带即判定为不同的型别，对每一个型别都进行

命名。根据每两个图像之间的相似性系数，用非加

权配对算术平均法（ｕｎｗｅｉｇｈｔｅｄｐａｉｒｇｒｏｕｐａｖｅｒａｇｅ

ｍｅｔｈｏｄ，ＵＰＧＭＡ）进行聚类，构建聚类树。

２　结果

２．１　菌株标本来源分布　２０１５年１０—１２月呼吸

ＩＣＵ共分离ＣＲＡＢ２２株，其中１９株（８６．３６％）分离于

痰，２株（９．０９％）分离于尿，１株（４．５５％）分离于血。

２．２　药敏试验结果　２２株ＣＲＡＢ对复方磺胺甲口恶

唑的耐药率为５９．０９％，对米诺环素的耐药率为

９．０９％，对多粘菌素Ｂ均敏感，对其他检测抗菌药

物的耐药率均在８０％以上，见表３。

表３　２２株ＣＲＡＢ的耐药结果

犜犪犫犾犲３　Ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆ２２ＣＲＡＢｓｔｒａｉｎｓ

抗菌药物 耐药株数 耐药率（％）

氨苄西林／舒巴坦 １８ ８１．８２

哌拉西林／他唑巴坦 ２１ ９５．４５

替卡西林／克拉维酸 ２２ １００．００

头孢他啶 ２２ １００．００

头孢吡肟 ２２ １００．００

阿米卡星 １８ ８１．８２

庆大霉素 ２０ ９０．９１

米诺环素 ２ ９．０９

左氧氟沙星 ２１ ９５．４５

环丙沙星 ２１ ９５．４５

复方磺胺甲口恶唑 １３ ５９．０９

多粘菌素Ｂ ０ ０．００

２．３　ＰＣＲ扩增及测序结果　对２２株ＣＲＡＢ进行

ＰＣＲ扩增犓犘犆２、犐犕犘、犞犐犕、犖犇犕１、犗犡犃２３基

因，结果犓犘犆２、犐犕犘、犖犇犕１无特异性条带出现，

均为阴性；犗犡犃２３基因扩增目的条带在１０５８处

全部出现特异性条带，阳性率为１００％；犞犐犕 基因

也全部出现特异性条带，阳性率为１００％。ＰＣＲ产

物送至上海生工生物工程公司进行测序，结果在

ＧｅｎＢａｎｋ进行ＢＬＡＳＴ比对确认为犗犡犃２３基因和

犞犐犕 基因。见图１～２。
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　　Ｍ：ｍａｒｋｅｒ；Ｐ：ＫＰＣ２（８９３ｂｐ）阳性对照；１～２２：待测菌株

图１　２２株ＣＲＡＢ犗犡犃２３基因ＰＣＲ扩增电泳图

犉犻犵狌狉犲１　ＥｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｍａｐｏｆＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆ犗犡犃２３ｇｅｎｅｓｏｆ２２ＣＲＡＢｓｔｒａｉｎｓ
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　　Ｍ：ｍａｒｋｅｒ；Ｐ：ＮＤＭ１（２９２ｂｐ）阳性对照；１～２２：待测菌株

图２　２２株ＣＲＡＢ犞犐犕 基因ＰＣＲ扩增电泳图

犉犻犵狌狉犲２　ＥｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｍａｐｏｆＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆ犞犐犕ｇｅｎｅｓｏｆ２２ＣＲＡＢｓｔｒａｉｎｓ

２．４　ＰＦＧＥ电泳结果与分析　２２株ＣＲＡＢ进行

ＰＦＧＥ分型、酶切后部分ＰＦＧＥ电泳图见图３。ＰＦ

ＧＥ图像录入ＢｉｏＮｕｍｅｒｉｃｓ软件包进行处理，根据

相似度１００％的为同一ＰＦＧＥ型别的原则，２２株菌

分为１３种不同带型。每种带型包含菌株数为

１～５株不等［其中９种带型（６９．２３％）分别只包含

１株菌，其他４种（３０．７７％）带型包含菌株数为２～

５株］。其中 Ａ５、Ａ７和 Ａ８ 为同一型，Ａ９、Ａ１１、

Ａ１４、Ａ１９和Ａ２２为同一型，Ａ４、Ａ１０和 Ａ１２为同

一型，Ａ１６和Ａ１８为同一型。聚类树图结果见图４。
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图３　２２株ＣＲＡＢ的ＰＦＧＥ电泳图

犉犻犵狌狉犲３　ＥｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｍａｐｏｆＰＦＧＥｏｆ２２ＣＲＡＢｓｔｒａｉｎｓ
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图４　２２株ＣＲＡＢ的ＰＦＧＥ聚类树图

犉犻犵狌狉犲４　ＤｅｎｄｒｏｇｒａｍｂａｓｅｄｏｎＰＦＧＥｏｆ２２ＣＲＡＢｓｔｒａｉｎｓ

３　讨论

ＣＲＡＢ已成为我国医院感染最重要的病原菌，

吸痰器、呼吸机、空调、输液系统均可被污染而将病

原菌传播给患者，鲍曼不动杆菌以下呼吸道感染最

为常见［１１］。我院呼吸ＩＣＵ分离的ＣＲＡＢ也主要来

源于下呼吸道，对临床常用的抗菌药物耐药性比较

严重，除了对多粘菌素Ｂ均为敏感和对米诺环素的

耐药率为９．０９％外，对大多抗菌药物的耐药率均＞

８０％，特别是对β内酰胺类的药物均耐药，因此，治

疗ＣＲＡＢ感染的抗菌药物选择非常有限。

近年来，鲍曼不动杆菌成为继铜绿假单胞菌之

后的分离最多的非发酵菌，是引起医院感染的重要

条件病原菌。而ＣＲＡＢ对抗菌药物耐药的机制具

有多样性和繁复性，据文献［１２］报道，耐药机制主要
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是抗菌药物诱导细菌产生β内酰胺酶的水解酶，能

够水解亚胺培南或美罗培南中的β内酰胺环，使酰

胺键断裂而失去抗菌活性，出现了耐碳青霉烯类的

多重耐药菌。为了进一步了解我院ＣＲＡＢ的耐药

机制，本实验选取 犓犘犆２、犐犕犘、犞犐犕、犖犇犕１、

犗犡犃２３共５种耐药及介导耐药基因进行检测，结

果未检测到 犓犘犆２、犐犕犘、犖犇犕１基因，犗犡犃２３

基因和犞犐犕 基因阳性均为１００％。ＯＸＡ２３型酶

和ＶＩＭ型酶能水解头孢菌素类及碳青酶烯类抗生

素，据研究［１３］报道ＯＸＡ２３型酶是引起鲍曼不动杆

菌多重耐药的主要原因之一，全国１２所三级甲等医

院２００７年７月—２００８年６月ＣＲＡＢ的ＯＸＡ２３阳

性率为８０．４％；四川省某医院对４８株ＣＲＡＢ进行

耐药基因检测，其中犗犡犃２３占比７０．８％，犞犐犕 携

带率为３１．３％
［１４］；天津市第三中心医院的一次院

内调查结果也表明ＣＲＡＢ的耐药基因犗犡犃２３为

８０．３％
［１５］。本次实验２２株ＣＲＡＢ携带的犗犡犃２３

基因和犞犐犕 基因总检出率是１００％，比上述国内其

他地区报道的携带的犗犡犃２３、犞犐犕 耐药基因阳性

率均高，特别是犞犐犕 耐药基因阳性率也达１００％，

远高于四川某医院报道的３１．３％，可能为地域之间

的差异或是菌株数较少而造成统计上的局限性，但

提示ＯＸＡ２３和ＶＩＭ型酶仍是我院ＣＲＡＢ的主要

流行酶型。

鲍曼不动杆菌具有在体外长期存活的能力，易

引起克隆播撒，由于ＣＲＡＢ对包括碳青霉烯类的大

多数抗菌药物耐药，同一克隆株在同一病区内及不

同病区间的播散是其容易暴发流行的主要原因［１６］。

为明确我院呼吸ＩＣＵ多重耐药鲍曼不动杆菌是否

有暴发流行的趋势，本研究重点收集呼吸ＩＣＵ 的

２２株ＣＲＡＢ进行同源性分析，２２株菌分为１３种不

同带型。每种带型包含菌株数为１～５株不等，其中

９种带型（６９．２３％）分别只包含１株菌，其他４种

（３０．７７％）带型包含菌株数为２～５株不等。其中

Ａ５、Ａ７和Ａ８为同一型，Ａ９、Ａ１１、Ａ１４、Ａ１９和Ａ２２

为同一型，Ａ４、Ａ１０和Ａ１２为同一型，Ａ１６和 Ａ１８

为同一型。总体来看，所有菌株的相似度较高，相似

度均大于８０％，可能是菌株大多来源于痰的原因。

对于１００％相似的菌株，可以考虑为同一克隆株，说

明呼吸ＩＣＵ 有 ＣＲＡＢ小范围的暴发流行。由于

ＣＲＡＢ常常通过医护人员的手、污染的医疗器械和

空气等途径引起医院感染的暴发流行，病死率高，所

造成的经济损失大，后果严重，应引起医院感染管理

部门、临床微生物室及其他医院相关管理部门的高

度重视［１７］，加强医院感染管理，合理应用抗菌药物，

医护人员严格无菌操作、加强消毒隔离措施，预防耐

药菌株在医院内大范围的暴发流行。
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