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鲍曼不动杆菌!"#型!$内酰胺酶
耐药基因分子流行病学研究

黄支密 毛培华 陈榆 仵蕾 吴晶

【摘要】 目的 分析自临床分离的产!"#型!$内酰胺酶（!$%&’(&)&*+*，,-.）多重耐药鲍曼不动
杆菌的!"#型,-.耐药基因序列并确定其所产,-.耐药基因亚型。方法 在/000年1月至/00/
年2/月间从临床分离30株鲍曼不动杆菌，经药敏试验、超广谱!$内酰胺酶（4!,-*）表型确证试验和

!"#型,-.耐药基因的聚合酶链反应（567）检测，筛选出/株具有多重耐药特性、!"#基因型均阳
性的分离株（"80/、"820株），对耐药基因进行序列分析。结果 在/002年3月至/00/年2月间分
离到的29株（:0;0<）鲍曼不动杆菌质粒上携带!"#型,-.耐药基因；"80/株和"820株的!"#
567扩增阳性，其基因片段分别含9/=个和9::个核苷酸，与>?+*’@$ABC+DEFB+B等首先发现的!"#$
2/亚型4!,-*编码基因序列（G+B,&BH注册号：IJ920=）完全相同。结论 :0;0<鲍曼不动杆菌质粒
上携带!"#型（超广谱）!$内酰胺酶耐药基因并引起一次医院感染爆发。同时证实在我国浙江省湖
州地区临床分离的鲍曼不动杆菌中存在产!"#$2/亚型4!,-*耐药基因菌株。
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近年来，由产!$内酰胺酶（!$%&’(&)&*+*，,-.）鲍
曼不动杆菌（0:(7.@<=0:@.;=0/*077((，.E）引起的感
染发病率在逐年提高、爆发或流行也时有发生［2$3］，

因此，加强对其,-.耐药基因的研究，了解基因类
型分布及流行情况显得很有必要。经中国期刊网
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（@((N：／／VVV;’BHF;B+(／）及 G+B,&BH网（VVV;
B’EF;B%);BF@;OLT）检索文献得知，到目前为止，尚没
有在.E中检出!"#型超广谱!$内酰胺酶（4!,-*）
耐药基因的报道［Y］。为此，我们对从临床分离的30
株.E进行了药敏试验、4!,-*表型确证试验及

!"#型,-.耐药基因的聚合酶链反应（567）检
测，并对/株（编号为"80/和"820株）基因型阳性
菌株进行!"#全长基因X>.序列测定比较分析。
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结果报告如下。

材料与方法

!"菌株来源、分布及鉴定：#$株试验菌株均分
离自我院%$$$年&月至%$$%年!%月住院患者送
检的各种临床细菌学检验标本，分别为：痰液’’份、
创伤伤口分泌物!’份、烧伤创面分泌物!$份、气管
切开口分泌物%份、中段尿和血液各!份，并用法国
生物(梅里埃公司)*+%$,-鉴定菌种。未及时检
测的菌株于.’$/速冻保存备用。标准菌株为铜绿
假单胞菌)011%&23’。

%"药敏及-4567表型确证试验抗菌药物：阿莫
西林（)89）、阿莫西林／克拉维酸（)81）、哌拉西林
（*+1）、哌拉西林／他唑巴坦（0:*）、替卡西林
（0+1）、替卡西林／克拉维酸（011）、头孢噻吩
（1;0）、头孢呋肟（1<8）、头孢替坦（100）、头孢西
丁（1<0）、头孢磺吡苄（1;4）、头孢噻肟（10<）、头
孢他啶（1):）、头孢匹肟（;-*）、氨曲南（)08）、亚
胺培南（+8*）、美洛培南（8-=）、复方新诺明
（04>）、妥布霉素（095）、阿米卡星（)?,）、庆大霉
素（@-,）、奈替米星（,-0）、环丙沙星（1+*）、多粘
菌素-（196）、磷霉素（;94）、头孢他啶／舒巴坦
（41)）及氨曲南／舒巴坦（4)0）均购自生物(梅里
埃公司，为稀释法；头孢哌酮（1;*）和头孢哌酮／舒
巴坦（41;）纸片购自杭州天和生物制品有限公司，
为?(5法。其中)08、4)0和1):、41)两对抗生
素用于-4567表型确证试验，当不加／加舒巴坦的
最小抑菌浓度（8+1）差值!A个稀释度时，提示

-4567阳性，否则为阴性或“不确定”。

’"细菌质粒B,)提取：采用碱裂解法提取质
粒B,)。

A"巢式聚合酶链反应（C*1=）及测序引物：由无
锡市克隆遗传技术研究所提供。4DE基因通用引
物两对：外套引物*!：3’(01@，@11，001，)10，

1))，@@)，0@(’’，*%：3’(00)，@1@，00@，11)，

@0@，101(’’；内套引物*’：3’(@@0，0)0，@1@，

00)，0)0，01@，11(’’，*A：3’(011，1@1，)@)，

0))，)01，)11，)(’’；终产物长&2#FG。4DE基
因的*1=扩增参数为：HA/预变性3IJC，然后HA/
A37，3#/A37，&%/!IJC，循环’3次，最后&%/延
伸3IJC。*-H#$$基因扩增仪扩增。*1=产物经

!"%K琼脂糖凝胶电泳，-5染色，紫外灯下观察结果
并拍照保存。设标准产4DE(!2型酶肺炎克雷伯菌

)011&$$#$’作阳性对照、大肠埃希菌)011%3H%%
作阴性对照。

3"核苷酸序列测定及分析：扩增的*1=产物经
纯化后，按4LCMNO双脱氧末端终止法，用)5+自动

B,)测序仪进行正反向测序，结果在@NC5LCP网
上查询比较。

结 果

!"4DE基因型C*1=检测：!2株（’$"$K）

4DE基因扩增结果呈阳性。

%"4DE基因型阳性菌株的-4567表型确证试
验结果：!!株（包括D:$%株）阳性，&株（包括D:!$
株）“不确定”。

’"4DE基因型阳性菌株的药敏试验结果：全部
耐药的有)89、0+1、1;0、1<8、100、1<0、1;4、

1;*、04>、095、)?,、@-,、,-0、1+*和;94，全
部敏感的有41*、+8*、8-=、196。其余2种结果
见表!。

表! !2株4DE基因型阳性鲍曼不动杆菌
对2
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)81 !（3"#） !#（22"H）

*+1 !（3"#） !&（HA"A）

0:* A（%%"%） #（’’"’）

011 H（3$"$） 3（%&"2

""

）

10< !（3"#） !&（HA"A"" ）

1): %（!!"!）!#（22"H"" ）

;-* A（%%"%）!A（&&"2"" ）

)08 !（3"#） !&（HA"A）

A"测序结果：D:$%株和D:!$株的4DE*1=
产物经自动测序仪进行序列分析，分别测得2%3个、

2’’个核苷酸。经@NC5LCP网上同源性比较，发现
该序列与,QN7RS(+CTNOFJCNC等［&］在瑞士首先发现
的4DE(!%（@NC5LCP注册号：<H2!$3）的编码基因
序列完全相同，从而确认此%株)F的质粒携带产

4DE(!%亚型-4567耐药基因。D:$%株具体测序
结果及氨基酸序列见图!，其序列已在美国核酸数
据库（@NC5LCP）成功登录（注册号：)U%3H!#’）。

讨 论

-4567是指由细菌质粒介导的能水解氧亚氨基

!(内酰胺（VWXJIJCV(!(YLRZLI）抗生素，并可被!(内酰
胺酶抑制剂（如克拉维酸）所抑制的一类酶［2］。由

于质粒介导的-4567耐药基因如0-8、4DE、9<)
及*-=等具有在不同种属细菌之间转移和传播的
特性，极易造成医院感染的爆发，并且产-4567细
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菌往往为多重耐药株，这给临床抗菌感染治疗造成

了极大困难。因此加强对!"#$%表型及基因型检
测对于控制!"#$%菌株的传播、防止医院感染的爆
发具有十分重大的意义。

注：与广谱酶"&’()的编码基因（*+,#-,.注册号：/0)12342）

相比，方框内为突变的核苷酸或氨基酸

图) &561株"&’789产物基因及氨基酸序列

国内外研究表明，/:对!(内酰胺类抗生素耐药
主要是由于其产生各种不同类型的#$/如广谱

;</型酶［=］、超广谱7!9()型酶［1，2］和>?7［@］型金
属酶等。本研究则在世界上首次发现了在/:中存
在产"&’型（"&’()1）!"#$%菌株。可见世界各
地流行的基因类型不尽相同。

)34A 年，第 一 个 质 粒 介 导 的 "&’ 型

!"#$%———"&’(1亚型在联邦德国被发现。而质粒
介导的"&’()1亚型 !"#$%则在瑞士首先被发
现［B］，随后在意大利也有发现［3］，不过以东南亚一

带更为常见，日本、韩国、泰国以及中国台湾、浙江等

地均有报道［)6()A］，但这些菌株均系肠杆菌科细菌。

我们的结果进一步证实了"&’()1是亚洲地区

!"#$%主要流行亚型之一的观点［)A］，并提示"&’
型!"#$%正在向肠杆菌科以外细菌转移。至于/:
中是否还存在产其他基因型或亚型，甚至新型

!"#$%菌株，正在进一步研究中。

药敏结果显示，"&’阳性菌株的多重耐药状况
十分严重。此药敏谱特征与大多数其他产!"#$%
菌株相类似［A］。"&’阳性菌株分离的时间为166)
年=月至1661年)月，来自2个病区，以颅脑外伤
病区为主（B1C1D），主要引起下呼吸道感染。分析
表明由此引起的医院感染为一次较小规模的爆发。
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