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·基础实验研究论著·

多重耐药鲍曼不动杆菌碳青霉烯酶基因型研究

吴春阳，钱雪峰，顾国浩△

（苏州大学附属第一医院检验科，江苏苏州２１５０００）

　　摘　要：目的　研究多重耐药鲍曼不动杆菌对亚胺培南的耐药性及其携带的碳青霉烯酶基因型。方法　琼脂二倍稀释法测

定亚胺培南对多重耐药鲍曼不动杆菌的 ＭＩＣ；ＰＣＲ检测与碳青霉烯类抗菌素耐药相关的基因，并分析与耐药程度的相关性。结

果　７６株多重耐药鲍曼不动杆菌有６５株对亚胺培南耐药，６５株亚胺培南耐药株 ＯＸＡ２３、ＯＸＡ５１和 ＯＸＡ５８阳性率分别为

９６．９％、９８．５％、１．５％。结论　本院多重耐药鲍曼不动杆菌对亚胺培南耐药严重，ＯＸＡ２３和ＯＸＡ５１是主要的碳青霉烯酶基因型。
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　　碳青霉烯类抗菌素的抗菌谱比较广，包括革兰阳性菌、革

兰阴性菌和厌氧菌，常用来治疗严重感染［１］。鲍曼不动杆菌是

常见的引起院内感染的非发酵菌；极易形成对常用抗菌素的耐

药性［２］，多耐药情况比较严重，这就使得碳青霉烯类药物的使

用越来越广泛。但是近几年，耐亚胺培南的鲍曼不动杆菌分离

株亦越来越多；鲍曼不动杆菌对碳青霉烯类抗菌素的耐药机制

十分复杂，通常各种酶解或非酶解机制共同作用，而不是某一

机制单独作用，其中最重要的机制是产生碳青霉烯酶［３］。研究

表明：鲍曼不动杆菌ＯＸＡ酶基因的表达产物能够水解碳青酶

烯类抗菌素［４］。本次试验选取４个最具代表性的 ＯＸＡ２３、

ＯＸＡ２４、ＯＸＡ５１、ＯＸＡ５８型碳青霉烯酶为研究对象，观察它们

在本组标本中的分布，同时分析其和鲍曼不动杆菌耐药的关系。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　标本　收集苏州大学附属第一医院检验科２０１２年３

月至２０１２年６月临床分离的多重耐药的鲍曼不动杆菌７６株

（剔除同一病人同部位的重复标本），其中痰标本５３株，其他无

菌部位及体液标本２３株。均经法国ＢｉｏＭｅｒｉｅｕｘ公司ＶＩＴＥＫ

ⅡＣｏｍｐａｃｔ重新鉴定，接种于 Ｍｉｃｒｏｂａｎｋ中－３０℃保存。质

控菌株：铜绿假单胞菌ＡＴＣＣ２７８５３，大肠埃希菌ＡＴＣＣ２５９２２。

１．１．２　试剂　药敏纸片（ＯＸＯＩＤ）；亚胺培南（默沙东）；Ｍｉｃｒｏ

ｂａｎｋ（ＰＲＯＬＡＢ）；２×犜犪狇ＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ（Ｔｉａｎｇｅｎ）；ＰＣＲ引

物由上海闪晶公司合成；ＤＮＡＬａｄｄｅｒ（Ｔｉａｎｇｅｎ）。

１．１．３　仪器　ＶＩＴＥＫＩＩ微生物鉴定（法国 ＢｉｏＭｅｒｉｅｕｘ公

司）；ＳａｋｕｍａＭＩＴＰ细菌多点接种仪（日本Ｓａｋｕｍａ株式会

社），ＧｅｎｅＡｍｐＰＣＲＳｙｓｔｅｍ９７００扩增仪（美国 ＡＢＩ公司），

ＢｉｏＲａｄ凝胶图像分析仪，生物安全柜。

１．２　方法

１．２．１　药敏试验　琼脂二倍稀释法测定 ＭＩＣ的操作规程
［５］；

质控 菌 株：铜 绿 假 单 胞 菌 ＡＴＣＣ２７８５３，大 肠 埃 希 菌

ＡＴＣＣ２５９２２。

１．２．２　ＰＣＲ扩增目的基因　煮沸法制备ＤＮＡ模板，ＰＣＲ反

应体系及条件如下：２×犜犪狇ＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ１７μＬ，上、下游引

物各１μＬ，模板ＤＮＡ１μＬ，共２０μＬ，稍离心混匀。９４℃预变

性５ｍｉｎ，循环参数为：９４℃变性３ｍｉｎ，５３℃退火１ｍｉｎ，７２℃

延伸１ｍｉｎ，共进行３０次循环，７２℃延伸１０ｍｉｎ；以铜绿假单

胞菌ＡＴＣＣ２７８５３为阴性对照，同时设空白对照。２％琼脂糖

凝胶电泳检测扩增产物。引物序列见表１。

表１　　目的基因引物序列

基因 序列（５′～３′）
目的

基因长度

ｂｌａＯＸＡ２４Ｆ ＡＣＡＣＣＣＡＴＴＣＣＣＣＡＴＣＣＡ ３００ｂｐ

ｂｌａＯＸＡ２４Ｒ ＧＧＣＡＴＴＧＴＣＡＧＣＡＧＴＴＣＣＡＧ

ｂｌａＯＸＡ２３Ｆ ＴＧＡＡＡＣＣＣＣＧＡＧＴＣＡＧＡＴＴＧ ２５１ｂｐ

ｂｌａＯＸＡ２３Ｒ ＡＴＧＡＣＣＴＴＴＴＣＴＣＧＣＣＣＴＴＣ

ＶＩＭ１Ｆ ＣＧＣＡＧＣＡＣＣＡＧＧＡＴＡＧＡＡＧＡ ３３７ｂｐ

ＶＩＭ１Ｒ ＣＴＡＣＣＣＧＴＣＣＡＡＴＧＧＴＣＴＣＡ

ＩｍｐＦ ＴＣＴＣＣＧＣＡＡＣＴＴＧＴＴＣＴＴＣＧ ３２２ｂｐ

ＩｍｐＲ ＣＡＡＡＡＡＧＡＧＧＣＡＣＣＡＧＧＡＣＡ

ＯＸＡ５１Ｆ ＴＡＡＴＧＣＴＴＴＧＡＴＣＧＧＣＣＴＴＧ ３５３ｂｐ

ＯＸＡ５１Ｒ ＴＧＧＡＴＴＧＣＡＣＴＴＣＡＴＣＴＴＧＧ

ＯＸＡ５８Ｆ ＡＴＴＴＡＡＧＴＧＧＧＡＴＧＧＡＡＡＧＣＣ ３３７ｂｐ

ＯＸＡ５８Ｒ ＡＣＧＡＴＴＣＴＣＣＣＣＴＣＴＧＣＧ

２　结　　果

２．１　药敏试验结果　以亚胺培南的 ＭＩＣ≥１６μｇ／ｍＬ为耐药

的判断标准。本组多重耐药鲍曼不动杆菌（７６株）对亚胺培南

耐药（６５株）情况严重，耐药率８５．５％。ＭＩＣ为１６μｇ／ｍＬ、

３２μｇ／ｍＬ、６４μｇ／ｍＬ分别有２３、２３、１７株，有２株菌为高耐药
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（ＭＩＣ≥１２８μｇ／ｍＬ）。１１株非耐药菌仅两株对亚胺培南敏感，

其余均为中介。

２．２　ＰＣＲ扩增结果　ＰＣＲ反应后用２．０％琼脂糖凝胶电泳

检测扩增产物，凝胶置紫外灯下观察结果，并经凝胶成像系统

扫描成像，产物经琼脂糖凝胶电泳出现与目的基因相对分子质

量相当的条带为阳性，铜绿假单胞菌 ＡＴＣＣ２７８５３为阴性对

照。部分电泳结果见图１，ＰＣＲ结果见表２。本组标本 ＯＸＡ

２４、ＶＩＭ、Ｉｍｐ 基因均未检出，ＯＸＡ５８基因仅在２株标本

检出。

图１　　电泳结果

表２　　ＰＣＲ结果

基因

亚胺培南耐药组

（狀１＝６５株）

阳性率（％） 阳性数（狀）

亚胺培南非耐药组

（狀２＝１１株）

阳性率（％） 阳性数（狀）

ＯＸＡ２３ ９６．９ ６３ ４５．５ ５

ＯＸＡ５１ ９８．５ ６４ ６３．６ ７

ＯＸＡ５８ １．５ １ ９．１ １

从 ＭＩＣ和ＰＣＲ结果来看：ＯＸＡ２３阴性的标本有８株，其

ＭＩＣ结果为２株１６μｇ／ｍＬ，２株８μｇ／ｍＬ，４株敏感。ＯＸＡ５１

阴性的标本有５株，仅１株为１６μｇ／ｍＬ，其余敏感。ＯＸＡ５８

基因阳性仅２株，１株耐药，１株中介。

３　讨　　论

鲍曼不动杆菌是引起医院感染的重要病原菌，其分离率位

居我国临床常见革兰阴性杆菌第３位，仅次于大肠埃希菌和肺

炎克雷伯菌［６］。由于鲍曼不动杆菌抵抗力强，易形成耐药，临

床上亚胺培南耐药鲍曼不动杆菌（ＩＭＲＡＢｓ）分离株越来越多。

ＩＭＲＡＢｓ对碳青霉烯耐药涉及的分子机制中以产碳青霉烯酶

尤为重要。不动杆菌产碳青霉烯酶主要是 Ａｍｂｌｅ分类中的Ｂ

类和Ｄ类：Ｂ类酶（金属酶）包括 ＶＩＭ 和ＩＭＰ两大家族，它们

需要锌离子介导接触反应的活性，对碳青霉烯抗菌素的水解活

性较强，目前在鲍曼不动杆菌中发现的金属酶有ＩＭＰ２、ＩＭＰ

４、ＩＭＰ５、ＶＩＭ１、ＶＩＭ２；Ｄ类型酶（ＯＸＡ型酶）在不动杆菌中

共发现２０余种，分为４组，第一组由 ＯＸＡ２３、ＯＸＡ２７和

ＯＸＡ４９组成，它们相互区别在于２～５个氨基酸的改变；第二

组由ＯＸＡ２４、ＯＸＡ２５、ＯＸＡ２６、ＯＸＡ４０和ＯＸＡ７２组成，它

们之间有１～５个氨基酸的差别；第三组由ＯＸＡ５１、ＯＸＡ６４、

ＯＸＡ６６、ＯＸＡ６８、ＯＸＡ６９、ＯＸＡ７０、ＯＸＡ７１、ＯＸＡ７５、ＯＸＡ

７６、ＯＸＡ７７、ＯＸＡ７８组成，存在１～１５个氨基酸的变异；第４

组只有一个 ＯＸＡ５８。ＯＸＡ酶具有独特的结构，几乎对所有

β内酰胺类抗菌素高度耐药，能降低鲍曼不动杆菌外膜蛋白的

表达［７］。ＯＸＡ酶的分布很广，世界各地均有报道
［８］。ＯＸＡ２３

是鲍曼不动杆菌中最早被报道的ＯＸＡ型碳青霉烯酶，自１９９３

年被发现后世界各地陆续出现携带ｂｌａＯＸＡ２３的鲍曼不动杆

菌导致医院感染的报道［９１０］。国内２００６年文献
［１１］报道，耐碳

青霉烯鲍曼不动杆菌８０％产ＯＸＡ２３型碳青霉烯酶。

本组多重耐药鲍曼不动杆菌标本对亚胺培南的耐药比较

严重，耐药率达８５．５％，有２株为高度耐药（ＭＩＣ≥１２８μｇ／

ｍＬ）；该菌感染经验治疗选用抗菌药物已十分困难，应加强耐

药监测，尽量根据药敏结果选用敏感药物进行治疗［１２］。ＯＸＡ

２３的阳性率为８９．５％，对亚胺培南耐药的６５株菌中仅２株未

检出ＯＸＡ２３，；ＯＸＡ５１阳性率为９３．４％，对亚胺培南耐药的

６５株菌仅１株未检出ＯＸＡ５１；ＯＸＡ５８基因阳性率为２．６％；

ＯＸＡ２４、ＶＩＭ、Ｉｍｐ均未检出；故认为 ＯＸＡ２３和 ＯＸＡ５１型

碳青霉烯酶为本组标本亚胺培南耐药的主要原因，也是本院主

要的碳青霉烯酶类型。

本次试验运用分子生物学技术检测ＯＸＡ基因，也可用于

临床耐药细菌的基因型筛选，对耐药基因予以监测并及时反馈

临床，可有效减少高耐、多重耐抗菌素的细菌产生。此外，应开

展耐药基因的联合检测，避免过度使用抗菌素。当然我们对临

床耐药细菌的基因型研究不应只考虑一种基因的单纯作用，同

时还考虑是否有两种或者两种以上的基因协同作用，甚至更为

复杂的机制。

综上所述，ＯＸＡ２３和ＯＸＡ５１是鲍曼不动杆菌对碳青霉

烯类抗菌素耐药的重要原因之一，还有可能联合其他的耐药机

制，如外排泵、外膜蛋白或其他，有待进一步的研究。
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