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·论著·

多重耐药鲍曼不动杆菌β内酰胺类耐药基因研究

杨　燕
１，肖慈然２，邹玖明１，李智山１

（１襄阳市中心医院，湖北 襄阳　４４１０２１；２阆中市人民医院，四川 阆中　６３７４００）

［摘　要］　目的　了解β内酰胺类耐药基因在某院临床分离的多重耐药鲍曼不动杆菌（ＭＤＲＡＢ）中的流行情况。

方法　对该院临床分离的２２株 ＭＤＲＡＢ进行药敏试验，同时，采用聚合酶链反应（ＰＣＲ）技术对其进行β内酰胺类

耐药基因（犜犈犕、犛犎犞、犆犜犡Ｍ、犘犈犚、犇犎犃、犐犕犘、犞犐犕、犛犐犕、犗犡犃２３、犗犡犃２４、犗犡犃５８）检测。结果　２２株

ＭＤＲＡＢ对头孢他啶、头孢噻肟、头孢吡肟、庆大霉素、阿米卡星、环丙沙星和复方磺胺甲口恶唑耐药率均为

１００．００％；对亚胺培南、美罗培南、头孢哌酮／舒巴坦的耐药率分别为５０．００％、４０．９１％、３１．８２％，中介率分别为

３１．８２％、３６．３６％、３１．８２％。２２株（１００．００％）ＭＤＲＡＢ均携带耐药基因犗犡犃２３群，１６株（７２．７３％）携带犜犈犕，

１２株（５４．５５％）携带犐犕犘，４株（１８．１８％）携带犘犈犚；犛犎犞、犆犜犡Ｍ、犇犎犃、犞犐犕、犛犐犕、犗犡犃２４群、犗犡犃５８群基

因检测均为阴性。结论　携带犐犕犘、犜犈犕、犘犈犚、犗犡犃２３耐药基因是导致该院 ＭＤＲＡＢ对β内酰胺酶类抗生素

耐药的重要机制。

［关　键　词］　鲍曼不动杆菌；超广谱β内酰胺酶；β内酰胺类；耐药基因；抗药性，微生物；多重耐药
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　　鲍曼不动杆菌（犃犮犻狀犲狋狅犫犪犮狋犲狉犫犪狌犿犪狀狀犻犻，ＡＢ）

是一种非发酵的革兰阴性杆菌，广泛分布于人体体

表及医院环境中。ＡＢ作为机会致病菌，可在机体

免疫力下降或功能受损时引发严重感染，如败血症、
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呼吸相关性肺炎（ＶＡＰ）、脑膜炎、泌尿系统感染等，

尤其以重症监护病房（ＩＣＵ）、神经外科等病房多见，

是医院感染的重要病原体之一。近年来，随着广谱

抗菌药物的大量使用，ＡＢ对临床常用抗菌药物的

耐药性也越来越高。中国细菌耐药监测网（ＣＨＩＮ

ＥＴ）监测资料显示，２００７—２０１０年 ＡＢ对亚胺培南

的耐药率依次为：３９．４％、４８．１％、５４．８％、５７．１％，

对美罗培南的耐药率依次为：４４．５％、４９．３％、

５７．２％、５８．３％，对头孢哌酮／舒巴坦的耐药率依次

为５．８％、１４．６％、２６．３％、３０．７％。２００７年 ＡＢ多

重耐药（ＭＤＲ）率为４７．７％，泛耐药（ＰＤＲ）率为

２．８％，２００８年泛耐药率为１０．９％（３３３／３０５８），

２００９年 ＭＤＲＡＢ和ＰＤＲＡＢ检出率分别为４４．４％和

１７．０％，２０１０ 年 泛 耐 药 株 数 比 ２００９ 年 显 著 增

多［１－４］。细菌耐药的主要机制为携带各类耐药基因。

研究［５］表明，携带各种β内酰胺酶编码基因是导致

ＡＢ对β内酰胺酶类抗生素耐药的重要原因。为了解

某院临床分离的 ＭＤＲＡＢβ内酰胺酶编码基因流行

情况，本研究采用聚合酶链反应（ＰＣＲ）技术对临床分

离的２２株ＭＤＲＡＢβ内酰胺酶编码基因进行研究。

１　材料与方法

１．１　 菌株来源及鉴定 　 收集 ２０１０ 年 ８ 月—

２０１１年７月我院临床分离的非同一患者的 ＭＤＲＡＢ

２２株。应用法国公司 ＡＰＩ２０ＮＥ试验条（生物梅里

埃公司，法国）和 ＷａｌｋＡｗａｙ４０微生物鉴定／药敏

测试系统（西门子公司，德国）进行细菌鉴定。同时

用大 肠 埃 希 菌 ＡＴＣＣ ２５９２２ 和 铜 绿 假 单 胞 菌

ＡＴＣＣ２７８５３作为室内质控的标准菌株。

１．２　药敏试验　药敏试验为肉汤稀释法。采用西

门子公司的 ＷａｌｋＡｗａｙ４０微生物鉴定／药敏测试

系统测定ＡＢ对１１种抗菌药物的敏感性，分别为头

孢他啶、头孢噻肟、头孢吡肟、头孢哌酮／舒巴坦、亚

胺培南、美罗培南、庆大霉素、阿米卡星、环丙沙星和

复方磺胺甲口恶唑。结果判读根据美国临床实验室标

准化协会（ＣＬＳＩ）２０１１年版标准进行。采用 ＷＨＯ

ＮＥＴ５．４进行数据分析。

１．３　ＰＣＲ扩增模板制备　将分离的 ＡＢ接种于

ＬＢ液体培养基（碧云天，中国）中培养２４ｈ，取

１．５ｍＬ培养过夜的菌液，１３０００ｒ／ｍｉｎ离心３０ｓ，使

用树脂型ＴＭ基因组ＤＮＡ提纯试剂盒（赛百盛，中

国）提取细菌ＤＮＡ，－２０℃冰箱保存备用。

１．４　ＰＣＲ耐药基因检测　各种目的基因（犜犈犕、

犛犎犞、犆犜犡Ｍ、犘犈犚、犇犎犃、犐犕犘、犞犐犕、犛犐犕、

犗犡犃２３、犗犡犃２４、犗犡犃５８）的引物序列
［５］见表１。

分别向ＥＱ２．２－２５ＰＣＲ反应体系管中加入０．５ｍｍｏｌ／Ｌ

上下游引物各１μＬ，１０ｍｍｏｌ／ＬＭｇＣｌ２３μＬ，１ＵＤＮＡ

聚合酶１μＬ，１０ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰ２．５μＬ，１０×反应缓冲

液２μＬ，ＤＮＡ 模板液３μＬ，ｄｄＨ２Ｏ 加至２０μＬ。

ＰＣＲ反应条件：预变性９５℃５ｍｉｎ、变性９５℃２０ｓ、

退火５９℃４０ｓ、延伸７２℃６０ｓ，循环３５个周期，最

后延伸７２℃５ｍｉｎ。ＰＣＲ产物分析，运用１．５％的

琼脂糖凝胶进行电泳，电压８０Ｖ，时间为４０ｍｉｎ，使

用凝胶成像系统观察凝胶，并拍照记录结果。

１．５　犘犈犚基因亚型的确定　使用双脱氧末端终止

法检测犘犈犚耐药基因序列并分型。

２　结果

２．１　药敏试验　２２株 ＭＤＲＡＢ对头孢他啶、头孢

噻肟、头孢吡肟、庆大霉素、阿米卡星、环丙沙星和复

方磺胺甲口恶唑耐药率均为１００．００％。对亚胺培南、

美罗培南、头孢哌酮／舒巴坦的耐药率分别 为

５０．００％、４０．９１％、３１．８２％，中介率分别为３１．８２％、

３６．３６％、３１．８２％。

２．２　耐药基因ＰＣＲ检测结果　２２株（１００．００％）

ＡＢ携带耐药基因犗犡犃２３群，１６株（７２．７３％）携带

犜犈犕，１２株（５４．５５％）携带犐犕犘，４株（１８．１８％）携

带犘犈犚。犛犎犞、犆犜犡Ｍ、犇犎犃、犞犐犕、犛犐犕、犗犡犃２４

群、犗犡犃５８群基因检测均为阴性。部分电泳图见

图１～３。

２．３　犘犈犚耐药基因亚型　使用双脱氧末端终止法

证实４株犘犈犚基因为犘犈犚１型基因。见图４。
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表１　耐药基因的引物序列

犜犪犫犾犲１　Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓｆｏｒｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｔｇｅｎｅｓ

耐药基因 分型 引物序列（５’→３’） 目的片段长度（ｂｐ）

超广谱β内酰胺酶基因 犜犈犕 上游引物　ＡＴＧＡＧＴＡＴＴＣＡＡＣＡＴＴＴＣＣＧＴ

下游引物　ＴＴＡＣＣＡＡＴＧＣＴＴＡＡＴＣＡＧＴＧＡ
８６１

犛犎犞 上游引物　ＣＣＧＧＧＴＴＡＴＴＣＴＴＡＴＴＴＧＴＣＧＣＴ

下游引物　ＴＡＧＣＧＴＴＧＣＣＡＧＴＧＣＴＣＧ
８３１

犆犜犡Ｍ 上游引物　ＧＡＴＴＧＡＣＣＧＴＡＴＴＧＧＧＡＧＴＴＴ

下游引物　ＣＧＧＣＴＧＧＧＴＡＡＡＡＴＡＧＧＴＣＡ
９４７

犘犈犚 上游引物　ＧＴＴＡＡＴＴＴＧＧＧＣＴＴＡＧＧＧＣＡＧＡ

下游引物　ＣＡＧＣＧＣＡＡＴＣＣＣＣＡＣＴＧＴ
８５５

头孢菌素酶基因 犇犎犃 上游引物　ＡＡＣＴＴＴＣＡＣＡＧＧＴＧＴＧＣＴＧＧＧＴ

下游引物　ＣＣＧＴＡＣＧＣＡＴＡＣＴＧＧＣＴＴＴＧＣ
４０５

金属酶基因 犐犕犘 上游引物　ＣＡＴＧＧＴＴＴＧＧＴＧＧＴＴＣＴＴＧＴ

下游引物　ＡＴＡＡＴＴＴＧＧＣＧＧＡＣＴＴＴＧＧＣ
４８８

犞犐犕 上游引物　ＡＴＴＧＧＴＣＴＡＴＴＴＧＡＣＣＧＣＧＴＣ

下游引物　ＴＧＣＴＡＣＴＣＡＡＣＧＡＣＴＧＡＧＣＧ
７８０

犛犐犕 上游引物　ＡＣＡＡＧＧＧＡＴＴＣＧＧＣＡＴＣＧＴＴ

下游引物　ＴＴＡＴＣＴＴＧＡＧＴＧＴＧＴＣＣＴＧＧ
３５５

碳青霉烯酶类基因 犗犡犃２３群 上游引物　ＧＡＴＧＴＧＴＣＡＴＡＧＴＡＴＴＣＧＴＣＧ

下游引物　ＴＣＡＣＡＡＣＡＡＣＴＡＡＡＡＧＣＡＣＴＧ
１０５８

犗犡犃２４群 上游引物　ＧＴＡＣＴＡＡＴＣＡＡＡＧＴＴＧＴＧＡＡ

下游引物　ＴＴＣＣＣＣＴＡＡＣＡＴＧＡＡＴＴＴＧＴ
８２５

犗犡犃５８群 上游引物　ＣＧＡＴＣＡＧＡＡＴＧＴＴＣＡＡＧＣＧＣ

下游引物　ＡＣＧＡＴＴＣＴＣＣＣＣＴＣＴＧＣＧＣ
５２８
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Ｎ：阴性对照；编号１—２２：为２２株 ＭＤＲＡＢ；Ｍ：相对分子质量标志，由上而下分别为１５００、１０００、９００、８００、７００、６００、５００、４００、３００、２００、１００ｂｐ

图１　ＭＤＲＡＢ犗犡犃２３群基因ＰＣＲ扩增电泳图谱

犉犻犵狌狉犲１　ＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｍａｐｏｆ犗犡犃２３ｔｙｐｅβｌａｃｔａｍａｓｅｇｅｎｅｓｉｎＭＤＲＡＢ
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　　Ｎ：阴性对照；编号１—２２：为２２株 ＭＤＲＡＢ；Ｍ：同上

图２　ＭＤＲＡＢ犜犈犕 型基因ＰＣＲ扩增电泳图谱

犉犻犵狌狉犲２　ＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｍａｐｏｆ犜犈犕ｔｙｐｅβｌａｃｔａｍａｓｅｇｅｎｅｓｉｎＭＤＲＡＢ
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Ｎ：阴性对照；编号１—２２：为２２株 ＭＤＲＡＢ；Ｍ：同上

图３　ＭＤＲＡＢ犘犈犚型基因ＰＣＲ扩增电泳图谱

犉犻犵狌狉犲３　ＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｍａｐｏｆ犘犈犚ｔｙｐｅβｌａｃｔａｍａｓｅｇｅｎｅｓｉｎＭＤＲＡＢ
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图４　犘犈犚基因序列图

犉犻犵狌狉犲４　Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆ犘犈犚ｇｅｎｅ

３　讨论

本研究显示 ＭＤＲＡＢ对头孢哌酮／舒巴坦耐药

率最低，其敏感性高于碳青霉烯类抗生素，因此，前

者仍不失为治疗 ＭＤＲＡＢ感染的有效药物之一。

超广谱β内酰胺酶（ＥＳＢＬｓ）基因主要包含

犜犈犕、犛犎犞、犆犜犡Ｍ、犘犈犚 等，其中犜犈犕 基因是

检出次数最多的基因型。国内外报道的 ＡＢ携带

犜犈犕 型基因已超过１００多种
［６－７］。本组实验共有

１６株 ＭＤＲＡＢ携带犜犈犕 型基因，是本次实验检出

率最高的ＥＳＢＬｓ基因型，且该１６株菌对头孢他啶、

头孢吡肟均表现为耐药，但部分菌株对亚胺培南、美

罗培南、头孢哌酮／舒巴坦表现为中介或敏感。携带

犜犈犕 型ＥＳＢＬｓ的 ＡＢ能水解青霉素类、头孢菌素

和氨曲南等，但对碳青霉烯类药物敏感，且其活性能

被β内酰胺酶抑制剂抑制
［８］。本研究检出４株携带

犘犈犚型ＥＳＢＬｓ基因的ＡＢ，对环丙沙星、阿米卡星、

头孢他啶均耐药，这主要由于犘犈犚型ＥＳＢＬｓ的作

用靶标广泛，可导致细菌同时对氨基糖甙类、氟喹喏

酮类药物的耐药，尤其对氧亚氨基头孢菌素具有高

度的水解活性［９］。

犐犕犘型金属酶１９９９年在意大利首次发现于铜

绿假单胞菌中，随后国外各地报道了产犐犕犘 型金

属酶ＡＢ
［１０－１１］，国内宗志勇等［１２］首次报道该基因。

金属酶能水解几乎所有β内酰胺类抗生素，并且现

有β内酰胺酶抑制剂不能抑制其水解活性，因此，携

带该类基因的细菌可对青霉素类、头孢菌素类、碳青

霉烯类药物以及β内酰胺／β内酰胺酶抑制剂的药

物耐药。经过检测犐犕犘、犞犐犕、犛犐犕３个类型金属

酶基因，发现２２株 ＭＤＲＡＢ中有１２株菌含有犐犕犘

型金属酶基因，提示该院 ＭＤＲＡＢ对碳青霉烯类、

头孢哌酮／舒巴坦耐药率较高与携带犐犕犘 型金属

酶基因有关。

ＡＢ携带的Ｄ类碳青霉烯酶根据同源性的不同

可分为４个亚群，分别为：犗犡犃２３群（犗犡犃２３、

犗犡犃２７、犗犡犃４９）、犗犡犃２４ 群 （犗犡犃２４／４０、

犗犡犃２５、犗犡犃２６、犗犡犃７２）、犗犡犃５８ 群 （犗犡犃

５８、犗犡犃９６）、犗犡犃５１群。碳青霉烯酶基因主要位

于染色体上，犗犡犃５１群基因可存在于 ＡＢ所有的
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染色体上，因此犗犡犃５１群遗传物质是 ＡＢ重要的

基因遗传标志［１３－１５］。本次采用单管ＰＣＲ反应体

系，对２２株 ＭＤＲＡＢ的犗犡犃２３群、犗犡犃２４群、

犗犡犃５８群基因进行检测，结果发现２２株ＡＢ均携

带了犗犡犃２３群碳青霉烯酶基因。结合该院ＡＢ对

亚胺培南、美罗培南的耐药性，提示该院ＡＢ对碳青

霉烯类药物耐药率较高主要源于其较高的犗犡犃２３

群基因携带率。该基因的高携带率可能与其上游的

ＩＳＡｂａ１启动序列促进犗犡犃２３群基因水平转移有

关［１３］。
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