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　　摘　要：目的　了解该院多重耐药鲍曼不动杆菌（ＭＤＲＡＢ）整合子携带情况及菌株同源性，为临床合理用药及控制院内感染

提供依据。方法　收集多重耐药鲍曼不动杆菌１０１株，ＫＢ纸片法测定其对１２种抗菌药物的敏感性，琼脂稀释法测定其对多粘

菌素Ｂ的 ＭＩＣ；ＰＣＲ检测ｉｎｔｌⅠ、ｉｎｔｌⅡ和ｉｎｔｌⅢ基因及可变区；基因外重复回文序列（ＲＥＰ）ＰＣＲ分析菌株同源性。结果　１０１株

ＭＤＲＡＢ仅对米诺环素和阿米卡星呈现出敏感性，敏感率分别为３６．６％和３３．７％，对其他１０种药物的敏感率均为０；对多粘菌素

Ｂ的 ＭＩＣ≤２μｇ／ｍＬ；９６．０％（９７／１０１）菌株携带Ⅰ类整合酶基因，ＤＮＡ测序分析整合子可变区携带基因盒为ａａｃＡ４ｃａｔＢａａｄＡ１

（２３００ｂｐ）菌株４７株，携带基因盒为ａａｃＣ１ｏｒｆＸｏｒｆＸｏｒｆＸ′ａａｄＡ１（３０００ｂｐ）菌株４４株；ＲＥＰＰＣＲ分析显示耐药菌株分为Ａ～Ｆ

型，Ａ型中又分为Ａ１～Ａ４，分别为２１、２４、１１和２株；Ｂ型分为Ｂ１～Ｂ２，分别为２１和１２株，Ｃ型和Ｄ型各２株，Ｆ型５株，Ｅ型１

株。结论　本院 ＭＤＲＡＢ主要携带Ⅰ类整合子，阳性菌株大多可扩增出可变区耐药基因盒；本院存在以Ａ型和Ｂ型克隆株为主

的感染流行，必须加强院内感染防控，切断克隆菌株的传播。
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　　鲍曼不动杆菌（ＡＢ）是１种引起院内感染的常见条件致病

菌。该菌可导致广泛的临床感染，例如败血症、泌尿系感染、伤

口感染、脑膜炎等，特别是院内机械通气相关性肺炎［１］。近年

来，随着广谱抗生素的大量应用，多重耐药株（同时耐３类及以

上抗菌药物）和泛耐株日益增多，多重耐药菌株（ＭＤＲ）的出现

给临床 治 疗 带 来 严 峻 挑 战。多 重 耐 药 鲍 曼 不 动 杆 菌

（ＭＤＲＡＢ）耐药基因通过整合子、结合性质粒、转座子的水平

传递等发生传递。有研究显示，Ⅰ类整合子在革兰阴性杆菌多

重耐药机制中发挥重要作用［２］。为了解本院多重耐药鲍曼不

动杆菌中整合子及其可变区基因携带情况，采用ＰＣＲ联合

ＤＮＡ序列测定方法对临床分离菌株进行检测，报道如下。

１　材料与方法

１．１　菌株来源　收集本院２００８年９月至２０１１年２月住院患

者临床分离的多重耐药鲍曼不动杆菌１０１株。其中痰液７１

份、分泌物１０份、腹水５份、血液４份，导管头和尿液各３份、

其他５份，无重复分离株。分别为重症监护病房（ＩＣＵ）４２株，

老年科病房２１株，脑外科病房１０株，呼吸科病房８株，其余２０

株。所有菌株均经ＡＴＢ３２ＧＮ鉴定条（法国梅里埃公司产品）

鉴 定。ＡＴＣＣ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ２５９２２、ＡＴＣＣ Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ

ａｅｒｕｇｉｎｏｓａ２７８５３作为质控菌株。

１．２　仪器与试剂　ＴａｑＤＮＡ聚合酶、１０×ｂｕｆｆｅｒ（含 Ｍｇ
２＋）、

ｄＮＴＰｓ为ＴａＫａＲａ公司产品；ＤＮＡ标记物为北京全式金公司

产品；ＰＣＲ扩增仪为ＰＥ公司；凝胶成像分析系统为捷达公司；

ＰＣＲ引物由英俊公司合成。

１．３　药敏试验　药敏纸片购自英国 Ｏｘｏｉｄ公司，多粘菌素Ｂ

为辉瑞公司惠赠。按照ＣＬＳＩ２００９版文件，采用纸片扩散法检

测受试菌对阿米卡星、头孢他啶、头孢哌酮／舒巴坦、亚胺培南、

美罗培南、哌拉西林／他唑巴坦、头孢吡肟、替卡西林／克拉维
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酸、环丙沙星、左氧氟沙星、复方新诺明、米诺环素的耐药性；采

用琼脂稀释法测定其对多粘菌素Ｂ的 ＭＩＣ。

１．４　细菌ＤＮＡ提取　挑取纯培养菌落置于０．５ｍＬ离心管

内（内预置２００ｎｇ／ｍＬ蛋白酶Ｋ溶液２００μＬ），５６℃水浴２ｈ，

改９５℃水浴１０ｍｉｎ，１３０００×ｇ离心３０ｓ。上清液即为基因检

测的模板液，置－２０℃冰箱备用。

１．５　ＰＣＲ扩增和测序　采用ＰＣＲ法扩增Ⅰ类、Ⅱ类和Ⅲ类

整合酶基因及可变区，参照文献［３５］合成引物，引物序列见表

１。总反应体系为５０μＬ，其中１０×ｂｕｆｆｅｒ（含 Ｍｇ
２＋）５μＬ，

ｄＮＴＰｓ（各２．５ｍｍｏｌ／Ｌ）４μＬ，ＤＮＡ模板２μＬ，上下游引物（１０

μｍｏｌ／Ｌ）各２μＬ，ＴａｑＤＮＡ酶０．３μＬ，ｄＨ２Ｏ３４．７μＬ，退火温

度为５５℃。ＰＣＲ产物经１．５％的琼脂糖凝胶电泳观察。扩增

产物送上海美吉公司进行双向测序，测序结果在 ＧｅｎＢａｎｋ网

上查询。

表１　　靶基因ＰＣＲ引物序列及产物大小

基因名称 引物序列（５′３′） 产物长度（ｂｐ）

ｉｎｔｌⅠ Ｐ１ＣＡＧＴＧＧＡＣＡＴＡＡＧＣＣＴＧＴＴＣ，Ｐ２ＣＣＣＧＡＧＧＣＡＴＡＧＡＣＴＧＴＡ １６０

ｉｎｔｌⅡ Ｐ１ＴＴＧＣＧＡＧＴＡＴＣＣＡＴＡＡＣＣＴＧ，Ｐ２ＴＴＡＣＣＴＧＣＡＣＴＧＧＡＴＴＡＡＧＣ ２２８

ｉｎｔｌⅢ Ｐ１ＡＧＴＧＧＧＴＧＧＣＧＡＡＴＧＡＧＴＧ，Ｐ２ＴＧＴＴＣＴＴＧＴＡＴＣＧＧＣＡＧＧＴＧ ６００

可变区 Ｐ１ＧＧＣＡＴＣＣＡＡＧＣＡＧＣＡＡＧ，Ｐ２ＡＡＧＣＡＧＡＣＴＴＧＡＣＣＴＧＡ －

ＲＥＰ Ｐ１ＩＩＩＧＣＧＣＣＧＩＣＡＴＣＡＧＧＣ，Ｐ２ＡＣＧＴＣＴＴＡＴＣＡＧＧＣＣＴＡＣ －

１．６　基因外重复回文序列（ＲＥＰ）ＰＣＲ分析菌株同源性　

ＲＥＰＰＣＲ引物见表１。反应条件为：９４℃预变性１０ｍｉｎ，然后

９４℃１ｍｉｎ，４０℃１ｍｉｎ，７２℃２ｍｉｎ，共３０个循环，最后７２℃

延伸１６ｍｉｎ。扩增产物经１．５％的琼脂糖凝胶电泳观察。如

果主条带位置完全相同则为同一分型，若主条带位置相同而副

条带有１～２条带不同则为不同亚型，不满足上述条件者为不

同分型。

２　结　　果

２．１　药敏试验结果　１０１株鲍曼不动杆菌对１２种抗菌药物

呈现出多重耐药，仅对米诺环素和阿米卡星敏感，敏感率分别

为３６．６％和３３．７％。对其他１０种检测药物的耐药率均为

１００％。对多粘菌素 Ｂ 全部敏感 （ＭＩＣ 值均小于 或 等 于

２μｇ／ｍＬ），其中６４株 ＭＩＣ＝０．５μｇ／ｍＬ，３４株 ＭＩＣ＝１μｇ／

ｍＬ，３株 ＭＩＣ＝２μｇ／ｍＬ。

２．２　整合子及可变区基因检测结果　１０１株 ＭＤＲＡＢ中有９７

株（９６．０％）携带Ⅰ类整合酶基因，９１株可变区扩增出条带，阳

性率为９３．８％（９１／９７），占总数的９０．１％（９１／１０１）。ＤＮＡ测序

分析整合子可变区携带两种基因盒，分别为ａａｃＡ４ｃａｔＢａａｄＡ１

（２３００ｂｐ）４７株和ａａｃＣ１ｏｒｆＸｏｒｆＸｏｒｆＸ′ａａｄＡ１（３０００ｂｐ）４４

株，登录号分别为 ＨＱ８８０２７３和ＥＦ０１５４９９。所有菌株均未扩

增出Ⅱ类和Ⅲ类整合酶基因。扩增电泳见图１。

　　Ｍ：ＤＮＡ标志物；１～２：ｉｎｔｌⅠ；３～４：ａａｃＡ４ｃａｔＢａａｄＡ１（２３００ｂｐ）；

５～６：ａａｃＣ１ｏｒｆＸｏｒｆＸｏｒｆＸ′ａａｄＡ１（３０００ｂｐ）。

图１　　ＰＣＲ产物电泳图谱

２．３　ＲＥＰＰＣＲ分型　１０１株 ＭＤＲＡＢ分为 Ａ（Ａ１～Ａ４），Ｂ

（Ｂ１～Ｂ２），Ｃ，Ｄ，Ｅ，Ｆ六型，分别为５８株、３３株、２株、２株、１株

和５株。其中 Ａ型又可分为 Ａ１（２１株）、Ａ２（２４株）、Ａ３（１１

株）和Ａ４（２株）；Ｂ型分为Ｂ１（２１株）和Ｂ２（１２株）。电泳图谱

见图２。ＭＤＲＡＢ主要分型及科室分布见表２。

　　１～１０分别为 Ａ１～Ａ４，Ｂ１，Ｂ２，Ｃ，Ｄ，Ｅ，Ｆ型分型；Ｍ：ＤＮＡ标志

物。

图２　　ＲＥＰＰＣＲ分型电泳图

表２　　ＲＥＰＰＣＲ分型科室分布（狀）

分型
ＭＤＲＡＢ

ＩＣＵ 老年科 脑外科 呼吸科 其他
合计

Ａ１ ８ ５ ２ １ ５ ２１

Ａ２ １５ １ ２ ３ ３ ２４

Ａ３ １ ４ １ ０ ５ １１

Ａ４ ２ ０ ０ ０ ０ ２

Ｂ１ １１ ２ ０ ２ ６ ２１

Ｂ２ ３ ４ ０ ２ ３ １２

Ｃ １ １ ０ ０ ０ ２

Ｄ ０ ２ ０ ０ ０ ２

Ｅ ０ ０ ０ ０ １ １

Ｆ １ ２ １ ０ １ ５

合计 ４２ ２１ ６ ８ ２４ １０１

３　讨　　论

鲍曼不动杆菌广泛存在于自然界、医院环境、人的体表及

上呼吸道，是引起院内感染的一种重要的条件致病菌。在抗菌
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药物的选择压力下，使不动杆菌产生广泛的耐药性。目前临床

分离的多重耐药菌株越来越多，同时对头孢菌素类、碳青霉烯

类、喹诺酮类以及氨基糖苷类耐药，给临床治疗带来了严峻挑

战，也对院内感染的防控提出了更高的要求［１］。鲍曼不动杆菌

的耐药机制比较复杂，主要有以下几种：灭活酶的产生，外膜蛋

白的减少、缺失或突变，药物的主动外排机制，药物作用靶位如

青霉素结合蛋白改变等［６］。耐药菌株一般合并存在几种耐药

机制，一些可移动元件如整合子的参与使得其耐药性具有可传

递性。

整合子可捕获多个基因盒，因此表现出对抗菌药物的多重

耐药性，临床上出现多重耐药的鲍曼不动杆菌与整合子对耐药

性的积累是分不开的［２］。本文通过对 ＭＤＲＡＢ整合子及其可

变区基因盒扩增发现，本院 ＭＤＲＡＢ大多携带Ⅰ类整合酶基

因，阳性率达到９６％。可变区阳性菌株携带两种基因盒，分别

为ａａｃＡ４ｃａｔＢａａｄＡ１（２３００ｂｐ）４７株和ａａｃＣ１ｏｒｆＸｏｒｆＸｏｒｆＸ′

ａａｄＡ１（３０００ｂｐ）４４株。说明本院分离的 ＭＤＲＡＢ中具有较高

的整合子携带率。其中ａａｃＡ４导致阿米卡星、奈替米星和妥布

霉素耐药，ｃａｔＢ导致氯霉素耐药，ａａｄＡ１导致链霉素和壮观霉

素耐药，ａａｃＣ１则导致庆大霉素耐药。两种基因盒中均具有氨

基糖苷类耐药基因，从耐药基因水平上解释了整合子与氨基糖

苷类抗菌药物耐药性的相关性。

菌株同源性检测结果显示，１０１株菌株以 Ａ１（２１株）、Ａ２

（２４株）、Ａ３（１１株）、Ｂ１（２１株）和Ｂ２（１２株）为主要流行株。

克隆株的播散已成为 ＭＤＲＡＢ分离率不断上升的主要原

因［７］。在ＩＣＵ这种克隆播散现象十分明显，４２株待测菌株主

要分为 Ａ１型８株、Ａ２型１５株和 Ｂ１型１１株，占总数的

８１．０％。因此，控制院内感染至关重要。医护人员勤洗手、严

格无菌操作、对感染或定植患者的及时发现和隔离等措施对控

制感染的流行十分重要。另外，对于携带不同基因盒的菌株同

源性分析显示，携带基因盒为ａａｃＡ４ｃａｔＢａａｄＡ１菌株主要分

为Ａ１型１８株、Ａ２型８株、Ａ３型９株和Ｂ２型９株；携带基因

盒为ａａｃＣ１ｏｒｆＸｏｒｆＸｏｒｆＸ′ａａｄＡ１主要为 Ａ２型１２株、Ｂ１型

１８株、Ｂ２型３株和Ｆ型５株。携带不同基因盒的菌株在同源

性上存在一定的差异。

综上所述，克隆株的播散是造成本院 ＭＤＲＡＢ流行的主

要传播形式，因此加强院内感染控制至关重要，简单有效的方

法就是医护人员做好无菌操作、及时发现和隔离患者等。整合

子在本院 ＭＤＲＡＢ中具有较高的检出率，主要携带氨基糖苷

类耐药基因［８１０］。因此，对于氨基糖苷类耐药流行区整合子在

鲍曼不动杆菌中的分布特点调查，对合理应用氨基糖苷类抗菌

药物，延缓耐药的产生具有重要意义。

参考文献

［１］ ＭａｋＪＫ，Ｋｉｍ ＭＪ，ＰｈａｍＪ，ｅｔａｌ．Ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｄｅｔｅｒｍｉ

ｎａｎｔｓｉｎｎｏｓｏｃｏｍｉａｌｓｔｒａｉｎｓｏｆｍｕｌｔｉｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｔＡｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒ

ｂａｕｍａｎｎｉｉ［Ｊ］．ＪＡｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉｏｌＣｈｅｍｏｔｈｅｒ，２００９，６３（１）：４７５４．

［２］ 阳大庆，唐银，李太存，等．鲍曼不动杆菌Ⅰ类整合子系统与其耐

药性关系的研究［Ｊ］．临床检验杂志，２００６，２４（５）：３３８３４０．

［３］ ＫｏｅｌｅｍａｎＪＧ，ＳｔｏｏｆＪ，ＶａｎＤｅｒＢｉｊｌＭＷ，ｅｔａｌ．Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｅｐ

ｉｄｅｍｉｃｓｔｒａｉｎｓｏｆＡｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒｂａｕｍａｎｎｉｉｂｙｉｎｔｅｇｒａｓｅｇｅｎｅＰＣＲ

［Ｊ］．ＪＣｌｉｎＭｉｃｒｏｂｉｏｌ，２００１，３９（１）：８１３．

［４］ 糜祖煌，秦玲．多药耐药鲍氏不动杆菌５类抗菌药物耐药机制研

究［Ｊ］．中华医院感染学杂志，２００８，１８（７）：７６１７６４．

［５］ ＳｎｅｌｌｉｎｇＡＭ，ＧｅｒｎｅｒＳｍｉｄｔＰ，ＨａｗｋｅｙＰＭ，ｅｔａｌ．Ｖａｌｉｄａｔｉｏｎｏｆ

ｕｓｅｏｆｗｈｏｌｅｃｅｌｌｒｅｐｅｔｉｔｉｖｅｅｘｔｒａｇｅｎｉｃｐａｌｉｎｄｒｏｍｉｃｓｅｑｕｅｎｃｅｂａｓｅｄ

ＰＣＲ（ＲＥＰＰＣＲ）ｆｏｒｔｙｐｉｎｇｓｔｒａｉｎｓｂｅｌｏｎｇｉｎｇｔｏｔｈｅＡｃｉｎｅｔｏｂａｃｔ

ｅｒｃａｌｃｏａｃｅｔｉｃｕｓＡｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒｂａｕｍａｎｎｉｉｃｏｍｐｌｅｘａｎｄａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ

ｏｆｔｈｅｍｅｔｈｏｄｔｏｔｈｅｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｉｏｎｏｆａｈｏｓｐｉｔａｌｏｕｔｂｒｅａｋ［Ｊ］．Ｊ

ＣｌｉｎＭｉｃｒｏｂｉｏｌ，１９９６，３４（５）：１１９３１２０２．

［６］ ＶｉｌａＪ，ＭａｒｔíＳａｎｄＳáｎｃｈｅｚＣéｓｐｅｄｅｓＪ．Ｐｏｒｉｎｓ，ｅｆｆｌｕｘｐｕｍｐｓａｎｄ

ｍｕｌｔｉｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｉｎＡｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒｂａｕｍａｎｎｉｉ［Ｊ］．ＪＡｎｔｉｍｉｃｒｏｂ

Ｃｈｅｍｏｔｈｅｒ，２００７，５９（６）：１２１０１２１５．

［７］ 朱冰泉，沈萍，俞云松，等．对亚胺培南耐药的鲍曼不动杆菌同源

性及碳青霉烯酶基因型研究［Ｊ］．浙江医学，２００８，３０（５）：４５９４６２．

［８］ 王英田，傅爱玲，于翠香，等．多药耐药鲍氏不动杆菌氨基糖苷类

耐药相关基因研究［Ｊ］．中华医院感染学杂志，２０１１，２１（２４）：５１１１

５１１３．

［９］ 张强，陆炜方，朱晓珏．多药耐药鲍氏不动杆菌中氨基糖苷类修饰

酶基因的分析研究［Ｊ］．中华医院感染学杂志，２０１１，２１（２２）：４６５４

４６５７．

［１０］陈鹏，丁进亚．鲍曼不动杆菌耐药机制的研究进展［Ｊ］．医学综述，

２０１２，１８（１５）：２４６３２４６６．

（收稿日期：２０１２０６１２）

（上接第２９５２页）

　　 代谢及空腹血糖受损和糖耐量低减的影响［Ｊ］．广东医学，２０１０，

３１（１８）：２４０８２４１０．

［６］ 彭易清，林婉媚，聂伟明，等．长期危险饮酒与脂代谢糖耐量变化

及动脉硬化的关系［Ｊ］．检验医学与临床，２００８，５（４）：１９７１９９．

［７］ 樊雪英，任昭，韦君丽，等．饮酒对血脂的影响及与脑血管病的关

系［Ｊ］．检验医学与临床，２０１０，７（１４）：１５０３１５０４．

［８］ＰｏｗｎａｌｌＨＪ，ＢａｌｌａｎｔｙｎｅＣＭ，ＫｉｍｂａｌｌＫＴ，ｅｔａｌ．Ｅｆｆｅｃｔｏｆｍｏｄｅｒａｔｅ

ａｌｃｏｈｏｌｃｏｎｓｕｍｐｔｉｏｎｏｎｈｙｐｅｒｔｒｉｇｌｙｃｅｒｉｄｅｍｉａ：ａｓｔｕｄｙｉｎｔｈｅｆａｓｔ

ｉｎｇｓｔａｔｅ［Ｊ］．ＡｒｃｈＩｎｔｅｒｎＭｅｄ，１９９９，１５９（９）：９８１９８７．

［９］ 阮勇，王静，阮芸，等．胰岛素抵抗与２型糖尿病合并非酒精性脂

肪肝关系的研究［Ｊ］．中国糖尿病杂志，２００９，１７（１）：４４４５．

［１０］戚文威，黄建凤，李建新，等．中国人群饮酒与代谢综合征发病关

系的前瞻性研究［Ｊ］．中华健康管理学杂志，２０１２，６（２）：７５８０．

［１１］俞慧宏，沈薇．饮酒与代谢综合征［Ｊ］．中国实用内科杂志，２０１１，

３１（９）：６７１６７３．

（收稿日期：２０１２０６１２）

·５５９２·国际检验医学杂志２０１２年１２月第３３卷第２４期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｄｅｃｅｍｂｅｒ２０１２，Ｖｏｌ．３３，Ｎｏ．２４


