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血液病患者鲍曼不动杆菌的耐药性分析及其耐药基因检测
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　　摘　要：目的　了解血液病患者临床分离鲍曼不动杆菌的耐药表型和多种耐药基因的携带情况。方法　收集２０１１年临床分

离的非重复鲍曼不动杆菌１２０株，采用纸片扩散法进行药敏试验，试验结果按照ＣＬＳＩ２０１１年版标准判读，采用 ＷＨＯＮＥＴ５．６

软件进行数据分析；应用聚合酶链反应及测序方法检测１０种耐药相关基因（ｂｌａＯＸＡ５１ｌｉｋｅ、ｂｌａＯＸＡ２３ｌｉｋｅ、ｂｌａＯＸＡ２４ｌｉｋｅ、

ｂｌａＯＸＡ５８ｌｉｋｅ、ｂｌａＴＥＭ、ｂｌａａｍｐＣ、ａｒｍＡ、ＩＳＡｂａ１、ｉｎｔＩ１和ｉｎｔＩ２）。结果　鲍曼不动杆菌对１３种抗菌药物的耐药率范围为

４８．３％～９４．２％，对碳青霉烯类抗菌药物亚胺培南和美罗培南的耐药率分别为５１．７％和４８．３％；耐药相关基因ｂｌａＯＸＡ５１ｌｉｋｅ、

ｂｌａＯＸＡ２３ｌｉｋｅ、ｂｌａＴＥＭ、ｂｌａａｍｐＣ、ａｒｍＡ、ＩＳＡｂａ１和ｉｎｔＩ１的阳性率分别为１００％、６０．０％、４６．７％、８５．８％、７５．８％、８６．７％和

８５．０％，而未检出ｂｌａＯＸＡ２４ｌｉｋｅ、ｂｌａＯＸＡ５８ｌｉｋｅ和ｉｎｔＩ２。结论　碳青霉烯类抗菌药物对鲍曼不动杆菌仍具有较好的体外抗菌

活性，鲍曼不动杆菌多重耐药相关基因的携带率较高，多重耐药现象非常严重，应加强其耐药性监测，合理使用抗菌药物。
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　　鲍曼不动杆菌是医院感染的重要条件致病菌，近年来引起

的医院感染日益突出，其耐药性也越来越严重［１］。由于血液病

及恶性肿瘤患者免疫力低下，属于鲍曼不动杆菌院内感染的危

险易感人群［２］。本研究收集了１２０株来自血液病住院患者的

鲍曼不动杆菌临床分离株，对其耐药表型及耐药基因进行了检

测分析，现报道如下。

１　材料与方法

１．１　实验菌株　２０１１年１～１２月期间收集１２０株不重复鲍

曼不动杆菌，菌株的标本来源包括痰、尿、分泌物、血液、脑脊液

等，所有标本均来自血液科、造血干细胞移植科的住院患者。

１．２　仪器与试剂　药敏试验纸片及 ＭＨ琼脂均为英国Ｏｘ

ｏｉｄ公司产品，抗菌药物包括：亚胺培南（ＩＭＰ）、哌拉西林

（ＰＲＬ）、哌拉西林／他唑巴坦（ＴＺＰ）、头孢哌酮／舒巴坦（ＳＣＦ）、

头孢噻肟（ＣＴＸ）、头孢他啶（ＣＡＺ）、头孢吡肟（ＦＥＰ）、环丙沙星

（ＣＩＰ）、阿米卡星（ＡＭＫ）、复方磺胺甲恶唑（ＳＸＴ）、美洛培南

（ＭＥＭ）、阿莫西林／克拉维酸（ＡＭＣ）、头孢呋辛（ＣＸＭ）。ＰＣＲ

实验所用的 ＴａＫａＲａＥｘＴａｑ
? （Ｃｏｄｅ：ＤＲＲ１００Ａ）和ｄＮＴＰ

Ｍｉｘｔｕｒｅ（ＴａＫａＲａＣｏｄｅ：Ｄ４０３０Ａ）均由宝生物工程（大连）有

限公司提供；ＤＮＡ 标记物采用 ＧｅｎｅＲｕｌｅｒＴＭ １００ｂｐＬａｄｄｅｒ

（ＦｅｒｍｅｎｔａｓＬｏｔ：０００１４４６１）。主要的仪器包括：ＶｉｔｅｋＩＩ全自

动微生物分析仪（生物梅里埃公司）；ＶｅｒｉｔｉＴＭＰＣＲ扩增仪；

ＴａｎｏｎＧＩＳ１０００１３数码凝胶图像处理系统；Ｋ１０ＣＤ干式恒温

器（杭州蓝焰科技公司）；离心机（广州深华赛默飞世尔 Ｔｈｅｒ

ｍｏ）。

１．３　细菌鉴定与药敏试验　细菌分离、培养、鉴定和药敏试验

均严格按照《全国临床检验操作规程》（第三版）进行。所有菌

株采用ＶｉｔｅｋⅡ全自动微生物分析仪进行临床常规鉴定；采用

ＫＢ法（纸片扩散发）测定１３种抗菌药物的敏感性，铜绿假单

胞菌ＡＴＣＣ２７８５３为质控菌株，根据美国ＣＬＳＩ２０１１年版标准

进行敏感性判断。

·４６３２· 国际检验医学杂志２０１３年９月第３４卷第１８期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｓｅｐｔｅｍｂｅｒ２０１３，Ｖｏｌ．３４，Ｎｏ．１８
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１．４　ＤＮＡ模板的提取　用煮沸法制备ＤＮＡ模板。将在 ＭＨ

平板上培养过夜的细菌菌落混悬于２ｍＬ的８．５ｇ／Ｌ的 ＮａＣｌ

中，使成５个麦氏单位，１２０００ｒ／ｍｉｎ，离心２ｍｉｎ，沉淀重悬于

２００ｕＬ无菌去离子水，并转移至无菌的１．５ｍＬＥＰ管，置于

Ｋ１０ＣＤ干式恒温器１０ｍｉｎ后，１２０００ｒ／ｍｉｎ，离心５ｍｉｎ，取上

清液保存于－２０℃，备用。

１．５　引物合成及ＰＣＲ扩增　多种耐药基因引物设计参照文

献［３４］（见表１，由上海生工生物工程技术服务有限公司合

成）。ＰＣＲ反应体系：１０×ＥｘＴａｑＢｕｆｆｅｒ２．５μＬ，２．５ｍｍｏｌ／Ｌ

ｄＮＴＰ２μＬ，５Ｕ／μＬＴａＫａＲａＥｘＴａｑ０．１２５μＬ，１０μｍｏｌ／Ｌ

ＰｒｉｍｅｒＭｉｘ１μＬ，２ｎｇ／μＬ模板ＤＮＡ５μＬ，用去离子水补足至

２５μＬ。多种耐药基因ＰＣＲ扩增条件参照文献
［３４］进行，扩增

产物在１％的琼脂糖凝胶上电泳，ＥＢ染色，在紫外灯上观察结

果并用凝胶成像系统记录电泳结果，每次ＰＣＲ检测均设阴性

对照。抽取３株相关耐药基因的阳性扩增产物并进行测序，结

果在 ＧｅｎＢａｎｋ（ｈｔｔｐ：／／ｂｌａｓｔ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／Ｂｌａｓｔ．ｃｇｉ）进

行比对分析。

表１　　ＰＣＲ引物序列

引物 序列（５′～３′） 靶基因 扩增子大小（ｂｐ）

ＯＸＡ５１ｌｉｋｅＦ ＴＡＡＴＧＣＴＴＴＧＡＴＣＧＧＣＣＴＴＧ 犫犾犪ＯＸＡ５１ｌｉｋｅ ３５３

ＯＸＡ５１ｌｉｋｅＲ ＴＧＧＡＴＴＧＣＡＣＴＴＣＡＴＣＴＴＧＧ

ＯＸＡ２３ｌｉｋｅＦ ＧＡＴＣＧＧＡＴＴＧＧＡＧＡＡＣＣＡＧＡ 犫犾犪ＯＸＡ２３ｌｉｋｅ ５０１

ＯＸＡ２３ｌｉｋｅＲ ＡＴＴＴＣＴＧＡＣＣＧＣＡＴＴＴＣＣＡＴ

ＯＸＡ２４ｌｉｋｅＦ ＧＧＴＴＡＧＴＴＧＧＣＣＣＣＣＴＴＡＡＡ 犫犾犪ＯＸＡ２４ｌｉｋｅ ２４６

ＯＸＡ２４ｌｉｋｅＲ ＡＧＴＴＧＡＧＣＧＡＡＡＡＧＧＧＧＡＴＴ

ＯＸＡ５８ｌｉｋｅＦ ＡＡＧＴＡＴＴＧＧＧＧＣＴＴＧＴＧＣＴＧ 犫犾犪ＯＸＡ５８ｌｉｋｅ ５９９

ＯＸＡ５８ｌｉｋｅＲ ＣＣＣＣＴＣＴＧＣＧＣＴＣＴＡＣＡＴＡＣ

ＩｎｔＩ１Ｆ ＣＡＧＴＧＧＡＣＡＴＡＡＧＣＣＴＧＴＴＣ 犻狀狋犐１ １６０

ＩｎｔＩ１Ｒ ＣＣＣＧＡＧＧＣＡＴＡＧＡＣＴＧＴＡ

ＩｎｔＩ２Ｆ ＴＴＧＣＧＡＧＴＡＴＣＣＡＴＡＡＣＣＴＧ 犻狀狋犐２ ２８８

ＩｎｔＩ２Ｒ ＴＴＡＣＣＴＧＣＡＣＴＧＧＡＴＴＡＡＧＣ

ＩＳＡｂａ１Ｆ ＣＡＣＧＡＡＴＧＣＡＧＡＡＧＴＴＧ ＩＳ犃犫犪１ ５４９

ＩＳＡｂａ１Ｒ ＣＧＡＣＧＡＡＴＡＣＴＡＴＧＡＣＡＣ

ａｒｍＡＦ ＴＧＣＡＴＣＡＡＡＴＡＴＧＧＧＧＧＴＣＴ 犪狉犿犃 ２１４

ａｒｍＡＲ ＧＧＡＴＴＧＡＡＧＣＣＡＣＡＡＣＣＡＡＡ

ａｍｐＣＰ１ ＴＡＡＡＣＡＣＣＡＣＡＴＡＴＧＴＴＣＣＧ 犫犾犪ａｍｐＣ ６６３

ａｍｐＣＰ２ ＡＣＴＴＡＣＴＴＣＡＡＣＴＣＧＣＧＡＣＧ

ＴＥＭ１ ＡＴＧＡＧＴＡＴＴＣＡＡＣＡＴＴＴＣＣＧＴＧ 犫犾犪ＴＥＭ ８６０

ＴＥＭ４ ＴＴＡＣＣＡＡＴＧＣＴＴＡＡＴＣＡＧＴＧＡＧ

２　结　　果

２．１　鲍曼不动杆菌对１３种抗菌药物的敏感率和耐药率　鲍

曼不动杆菌对各种抗菌药物的耐药率和敏感率见表２。该菌

对碳青霉烯类抗菌药物亚胺培南和美洛培南的耐药率分别为

５１．７％和４８．３％；对抗菌药物的耐药率范围为４８．３％～

９４．２％。

表２　　１２０株鲍曼不动杆菌对１３种抗菌药物的

　　　敏感率和耐药率［狀（％）］

抗菌药物 敏感 中介 耐药

哌拉西林 １０（８．３） １０（８．３） １００（８３．３）

哌拉西林／他唑巴坦 ２０（１６．７） ３（２．５） ９７（８０．８）

头孢呋辛 ３（２．５） ７（５．８） １１０（９１．７）

头孢吡肟 ２３（１９．２） ５（４．２） ９２（７６．７）

头孢噻肟 ３（２．５） ２２（１８．３） ９５（７９．２）

亚胺培南 ５８（４８．３） ０（０．０） ６２（５１．７）

阿米卡星 ３１（２５．８） ０（０．０） ８９（７４．２）

续表２　　１２０株鲍曼不动杆菌对１３种抗菌药物的

　　　敏感率和耐药率［狀（％）］

抗菌药物 敏感 中介 耐药

环丙沙星 ２２（１８．３） １（０．８） ９７（８０．８）

复方磺胺甲恶唑 ２０（１６．７） ０（０．０） １００（８３．３）

头孢哌酮／舒巴坦 ３２（２６．７） ８（６．７） ８０（６６．７）

阿莫西林／克拉维酸 ７（５．８） ０（０．０） １１３（９４．２）

美洛培南 ６２（５１．７） ０（０．０） ５８（４８．３）

头孢他啶 ２９（２４．２） ２（１．７） ８９（７４．２）

２．２　鲍曼不动杆菌多重耐药相关基因谱的分布　单一ＰＣＲ

扩增产物的电泳结果见图１。ｂｌａＯＸＡ５１ｌｉｋｅ在所有菌株中均

为阳性，除了ｂｌａＯＸＡ２４ｌｉｋｅ、ｂｌａＯＸＡ５８ｌｉｋｅ和ｉｎｔＩ２基因为

阴性外，其余耐药相关基因均有阳性扩增产物，并且测序结果

与ＧｅｎＢａｎｋ库中的已知序列具有高度的一致性，同源性均在

９９％以上。耐药相关基因的阳性检出率见表３。ＩＳＡｂａ１、ｉｎ

ｔＩ１、ｂｌａａｍｐＣ和ａｒｍＡ检出率均高于７５％，而ｂｌａＯＸＡ２３ｌｉｋｅ

·５６３２·国际检验医学杂志２０１３年９月第３４卷第１８期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｓｅｐｔｅｍｂｅｒ２０１３，Ｖｏｌ．３４，Ｎｏ．１８



和ｂｌａＴＥＭ的检出率分别为６０．０％和４６．７％。

　　Ｍ：标记物，其分子量大小从上到下依次为１０００ｂｐ，９００ｂｐ，８００

ｂｐ，７００ｂｐ，６００ｂｐ，５００ｂｐ，４００ｂｐ，３００ｂｐ，２００ｂｐ和１００ｂｐ。１～８泳

道：ｂｌａＯＸＡ５１ｌｉｋｅ、ｂｌａＯＸＡ２３ｌｉｋｅ、ｉｎｔＩ１、ＩＳＡｂａ１、ａｒｍＡ、ｂｌａａｍｐＣ、

ｂｌａＴＥＭ和阴性对照。

图１　　ＰＣＲ扩增产物电泳图

表３　　鲍曼不动杆菌相关耐药基因的检出情况

耐药基因 阳性菌株数（狀） 检出率（％）

ＩＳ犃犫犪１ １０４ ８６．７

犻狀狋犐１ １０２ ８５．０

犫犾犪ＯＸＡ２３ｌｉｋｅ ７２ ６０．０

犪狉犿犃 ９１ ７５．８

犫犾犪ａｍｐＣ １０３ ８５．８

犫犾犪ＴＥＭ１ ５６ ４６．７

３　讨　　论

恶性血液病患者由于放、化疗后中性粒细胞数量减少和功

能减退，以及机体免疫功能低下，极易发生院内获得性感染。

恶性血液病患者由于广谱抗菌药物的长期大量使用，可诱导细

菌耐药产生，导致感染的难治性，甚至危及生命。所有分离自

血液科病房的鲍曼不动杆菌对碳青霉烯类抗菌药物亚胺培南

和美罗培南的耐药率较低，分别为５１．７％和４８．３％，而对其他

抗菌药物的耐药率较高，大于６５％，具体范围为６６．７％～

９１．７％。长期以来，碳青霉烯类抗菌药物被当作治疗多重耐药

鲍曼不动杆菌感染的“最后手段（ｌａｓｔｒｅｓｏｒｔ）”，但是近年来，随

着此类抗菌药物的广泛应用，出现耐碳青霉烯类鲍曼不动杆菌

的多重耐药株日益增多，２０１０年中国 ＣＨＩＮＥＴ调查结果显

示，该菌对亚胺培南和美罗培南的耐药率分别为６２．１％和

６３．６％
［５］，如此高的碳青霉烯类耐药率，给临床治疗的选择带

来挑战。

鲍曼不动杆菌的耐药机制比较复杂，整合子、ＯＸＡ类碳青

霉烯酶、插入序列、ＡｍｐＣ酶、ＥＳＢＬｓ酶等在鲍曼不动杆菌的多

重耐药机制方面发挥重要的作用［６７］。并且，多种耐药基因的

共同作用使鲍曼不动杆菌表现出多重耐药性，耐药基因谱和耐

药表型有一定的相关性。７２株鲍曼不动杆菌携带有ｂｌａＯＸＡ

２３ｌｉｋｅ基因，其携带率为６０．０％，这与本研究菌株对碳青霉烯

类的耐药率接近（表２），同时与国内外学者报道的耐碳青霉烯

类的鲍曼不动杆菌以产 ＯＸＡ２３型碳青霉烯酶为主相一致。

整合子可作为一种分子流行标记，通过检测整合酶基因来筛查

和鉴定鲍曼不动杆菌的多重耐药性。在１０２株鲍曼不动杆菌

中可检出Ｉ类整合酶基因，未能检出Ⅱ类整合酶基因，说明该

菌的整合子主要是Ｉ类，其检出率为８５．０％。在４６．７％的菌

株中检出ｂｌａＴＥＭ基因，８５．８％的菌株中检出ｂｌａａｍｐＣ基因，

可见，对于血液病患者分离的鲍曼不动杆菌，ＡｍｐＣ和ＴＥＭ１

酶为其耐头孢菌素类抗菌药物的主要机制。本研究中插入序

列ＩＳＡｂａ１的检出率高达８６．７％；在鲍曼不动杆菌中，ＩＳＡｂａ１

通过提供启动子序列来增强β内酰胺酶的表达
［８］。ＡＤＣ

ＡｍｐＣβ内酰胺酶和ＯＸＡ型碳青霉烯酶基因的上游，经常发

现存在有ＩＳＡｂａ１。１６ＳｒＲＮＡ甲基化酶基因ａｒｍＡ与阿米卡

星的耐药性密切相关［９１０］，１２０株实验菌株中７５．８％的菌株携

带有此基因。ａｒｍＡ基因绝大多数位于整合子、质粒等可移性

遗传元件上，易于在细菌间传播，应引起医务人员的足够关注。

目前鲍曼不动杆菌对多种抗菌药物呈现不同程度耐药，且

有上升趋势，甚至出现多重耐药，值得加以重视［１１１２］。对于血

液病患者，尤其要监控鲍曼不动杆菌的感染，科学预防和控制

鲍曼不动杆菌的传播。在有效预防和控制鲍曼不动杆菌流行

克隆株传播的同时，结合多重耐药鲍曼不动杆菌的表型耐药谱

和本地区的用药特点综合考虑来合理用药，从而科学预防和控

制鲍曼不动杆菌医院感染的发生。
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ＭｉｃｒｏｂｉｏｌＩｎｆｅｃｔＤｉｓ，２０１３，７５（２）：１８０１８６．

（收稿日期：２０１３０３０８）

·６６３２· 国际检验医学杂志２０１３年９月第３４卷第１８期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｓｅｐｔｅｍｂｅｒ２０１３，Ｖｏｌ．３４，Ｎｏ．１８




