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鲍曼不动杆菌碳青霉烯酶基因型
及分子流行病学研究
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·实验研究·

【摘要】 目的研究宁波地区3家综合性医院临床分离亚胺培南耐药鲍曼不动杆菌的耐药性、

同源性及碳青霉烯酶基因型。方法 收集宁波市李惠利医院、宁波市第一人民医院、宁波市第二人民

医院碳青霉烯类抗生素耐药鲍曼不动杆菌28株。琼脂稀释法和E．teSt法测定14种抗菌药物的最小

抑菌浓度值；脉冲场凝胶电泳(PFGE)分析菌株同源性；PCR及克隆测序分析碳青霉烯酶基因型。

结果28株鲍曼不动杆菌对多粘菌素E耐药率最低为4．7％，头孢哌酮／舒巴坦为87％，其余抗菌药

物耐药率均高于90％耐药。PFGE分型共分为4型，以A、B两型为主。28株鲍曼不动杆菌中均产

0xA．23碳青霉烯酶基因，未检测到VIM、IMP型金属酶基因。结论 宁波地区碳青霉烯抗生素耐药

鲍曼不动杆菌均产OxA一23型碳青霉烯酶，3家医院均有克隆播散流行。
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【Abstract】 obj∞tive To investigate antibiotic resistance，clonal relatedneSs and carbapenemase

genotype among carbapenem—resistant Aci咒8幻6口cf盯沈“m口咒咒赶collected from 3 comprehensive hospitals in

Ningbo city，Zhejiang province．Meth硼s 28 strains of carbapenem resistant Aci，z以。沈c￡盯6口“优口咒咒函

were collected from Ningbo Li Hui—li Hospital，Ningbo First Hospital，and Ningbo Second H0spital．The

minimum inhibit(，ry concentrations(IⅥIC)of these strains were examined by agrar dilution and E—test

method．Homology of these isolates was analyzed by pulse—field gel electrophoresis(PFGE)and Genotype of

carbapenemaSeS were analyzed by PCR and verified by DNA sequencing． R髑ultS 28 strains of

Aci7z已￡06口c￡已r 6盘“7咒口咒娩were highly resistant to an of the antibiotics except p01ymyxin E． They were

cIassified into 4 clones based on PFGE pattern．Clone A and B had been spreading widely．All of the 28

strains produced carbapenemases which were confirmed as 0XA一23 by PCR and sequencing，MetaU(卜beta—
lactamase was not detected in any of the iSolates．G帅cl岫ioII 灿l of the carbapenem．resistant

Aci行P￡06nc￡已r 6以“mn咒咒菇collected frOm Ningbo were producing OXA-23 carbapenemase，suggesting that

the transmission of clones had occurred in the 3 hospitals．
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不动杆菌因其环境生存能力强，耐受肥皂，已成

为院内感染的重要病原菌之一。近年来，由于广谱

抗菌药物的广泛应用所形成的选择性压力，多重耐

药不动杆菌日趋增多，对碳青霉烯类抗生素的敏感

性也在逐年下降，而且这些多重耐药菌株极易在重

症监护病房、血液病房等引起暴发流行，所以专家呼

吁要密切注视鲍曼不动杆菌的耐药发展趋势，对此

类不动杆菌要高度警惕u o，为此本研究收集了宁波
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地区3家综合性医院临床分离的28株非重复的亚

胺培南耐药鲍曼不动杆菌，以分析其耐药性、同源性

及碳青霉烯酶基因型，阐明其分子流行病学特征。

材料与方法

1．菌株来源：收集宁波市李惠利医院、宁波市第

一人民医院、宁波市第二人民医院临床分离的亚胺

培南耐药鲍曼不动杆菌28株均经生物梅里埃公司

API鉴定条20NE重新鉴定。大肠埃希菌

ATCC25922和铜绿假单胞菌ATCC27853作为药敏

质控菌，大肠埃希菌DH5a感受态细胞作为克隆转

化受体菌，质粒pGEM．Teasy作为连接载体。
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IMP一4阳性鲍曼不动杆菌(香港威尔斯亲王医院馈

赠)、VIM一2阳性铜绿假单胞菌为本实验室保存。

2．抗菌药物：多粘菌素E、氨苄西林／舒巴坦、头

孢哌酮／舒巴坦和哌拉西林／三唑巴坦4种抗菌药物

E—test条购自瑞典AB Biodisk公司。其余抗菌药物

的标准品均购自卫生部药品生物制品检定所。

3．主要试剂与仪器：API鉴定条购自生物梅里

埃公司，Taq酶购自大连宝公司，PCR纯化试剂盒购

自上海申能博彩公司，质粒抽提试剂盒为QIAGEN

公司产品，克隆载体pGEM—Teasy购自Promega公

司，引物由上海生物工程公司合成，Lambda DNA—

PFGE Markers购自美国Amersham Biosciences公

司，CHEF—Mapper XA型脉冲电泳仪和DNA扩增

仪均为美国BioRad公司产品。

4．药物敏感性测定：用琼脂稀释法测定亚胺培

南、美洛培南、头孢吡肟、头孢他啶、哌拉西林、氨曲

南、阿米卡星、庆大霉素、环丙沙星、米诺环素10种

抗菌药物的最小抑菌浓度(MIC)值。氨苄西林／舒

巴坦、头孢哌酮／舒巴坦、哌拉西林／三唑巴坦、多粘

菌素E 4种抗菌药物采用浓度梯度法(E．test)测定

MIC值。多粘菌素E根据文献[2]以4弘g／ml为折点

判定耐药或敏感。其他抗菌药物结果按2005年临

床实验室标准化研究所(C1inical and Laboratory

Standard Institute，CLSI，原美国国家临床实验标准

委员会NCCLS)的临界值判定敏感、中介、耐药旧]。

5．脉冲场凝胶电泳(PFGE)：将培养过夜的细

菌用低熔点胶灌模，蛋白酶K 50℃消化48 h，限制

性内切酶Apa工酶切12 h，脉冲场凝胶电泳仪用l％

胶，0．5×TBE缓冲液：14℃，6 V／cm，120。，脉冲时

间5—20 s，电泳时问22 h，分子量标记物为

xLadder。电泳后EB染色，紫外灯观察结果。

6．PCR扩增碳青霉烯酶编码基因：包括OxA一23

组、OXA一24组、0XA一58组、IⅧ型、VIM型，参照文
献[4]设计引物，采用煮沸法制备模板。PCR反应参

数为94℃5 min，94℃45 s，50℃45 s，72℃90 s，30

个循环，72℃10 min。引物序列见表1。

7．PCR产物的纯化、克隆和测序：PCR扩增产

物经纯化试剂盒纯化，取3肛1与pGEM—Teasy载体

连接。连接产物转化至大肠埃希菌DH5a感受态细

胞，用含50肛g／ml的氨苄西林麦康凯平板筛选。挑

取白色菌落，酶切鉴定后采用Sanger末端终止法，

用ABl377型自动测序仪进行双向测序。结果在

GenBank网上查询。

表1 PCR引物序列

引物 序 列 长度(bp)

结 果

1．28株亚胺培南耐药鲍曼不动杆菌耐药性：

宁波地区28株亚胺培南耐药鲍曼不动杆菌耐药率

最低的为多粘菌素E(4．3％)；米诺环素、氨苄西林／

舒巴坦、头孢哌酮／舒巴坦耐药率分别为91．3％、

95．7％和87．0％；其余10种抗生素均100％耐药

(表2)。

表2 14种抗菌药物对28株碳青霉烯耐药

鲍曼不动杆菌体外抗菌活性(肚∥m1)

2．碳青霉烯酶基因型：28株碳青霉烯耐药鲍曼

不动杆菌PCR扩增OXA一23基因均阳性(图1)。

PCR产物经克隆测序与GenBank上OxA一23的序

列完全一致(GenBank登录号：AJl32105)。OxA一24

组、OXA一58组、IMP型、VIM型引物扩增28株菌

株均阴性。

3．染色体DNA同源性：PFGE分型参照

Tenover等口1进行，酶切图谱差异3个条带以上者为

不同的类型，3个条带以下为同一型中不同亚型。

所有菌株经PFGE分型共分4型，A型19株(宁波
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李惠利医院9株，宁波市第二人民医院10株)，B型

6株(为宁波市第一人民医院菌株)，C型2株(为宁

波市第一人民医院菌株)，D型1株(为宁波市第二

人民医院菌株)，A、B两型为主要克隆株。宁波李

惠利医院流行株与宁波市第二人民医院流行株同为

A克隆，PFGE图形条带完全一致；宁波市第一人民

医院流行株为B克隆(图2)。

注：P：阳性对照株；N：阴性对照；M：分子量Marke‘

图1 oXA．23 PCR结果电泳图

注：1～4：克隆A；5：克隆c；6、7、9：克隆B；8：克隆D；M：分子

量Marker

图2 宁波市3家医院部分菌株PFGE结果

讨 论

不动杆菌属细菌普遍存在于环境中，是医务工

作者经常分离到的革兰阴性菌，已成为院内感染的

重要病原菌之一。61。近年来，由于广谱抗生素应用

所形成的选择性压力，多重耐药不动杆菌日趋增多，

碳青霉烯类抗生素是用来治疗多重耐药不动杆菌重

症感染的首选抗生素之一，因为在所有8一内酰胺类

抗生素中，碳青霉烯类抗菌谱最广，抗菌活性最强，

其对革兰阴性菌产生的超广谱p一内酰胺酶、AmpC

酶都很稳定⋯。然而随着碳青霉烯类抗生素的广泛

使用，不动杆菌对碳青霉烯类抗生素的敏感性也在

逐年下降，其耐药菌株引起的医院感染的暴发流行

已成为日益严重的医疗事件和公共卫生问题‘8o。本

研究收集的28株亚胺培南耐药鲍曼不动杆菌的

MIC结果显示：一旦鲍曼不动杆菌对碳青霉烯类抗

生素耐药，就意味着对现有的常用广谱抗菌药物几

乎全部耐药，除了肾毒性很大的多粘菌素E还保有

较高的敏感性(95．7％)外，复合制剂氨苄西林／舒巴

坦、头孢哌酮／舒巴坦也只有4．3％和13．0％的中介

率，米诺环素的耐药率也高达91．3％。这使临床治

疗陷入困境，多粘菌素E成为最后无奈的选择。

不动杆菌对碳青霉烯类抗生素的耐药机制主要

是由于产生了碳青霉烯酶。碳青霉烯酶是指能够水

解亚胺培南或美罗培南的一类_13一内酰胺酶，它包括

Ambler分子分类中的A、B、D类酶。6。。不动杆菌属

中最重要的碳青霉烯酶是D类酶。目前，水解碳青

霉烯类抗生素的D类酶按同源性可分为8组，

OxA一23组、oxA一24组、0XA一58组最常见口1。不动

杆菌对碳青霉烯类抗生素的耐药机制还包括外膜蛋

白通透性降低、外排泵的激活及青霉素接合蛋白改

变等¨引。本研究所收集的28株菌株均检出OXA一

23碳青霉烯酶，未检出vIM型、IMP型酶和OxA一

24、oXA-58组酶，OXA一23是宁波地区碳青酶烯类

抗生素耐药鲍曼不动杆菌中主要碳青霉烯酶基

因型。

近年来越来越多的文献报道了耐碳青酶烯类抗

生素鲍曼不动杆菌的院内暴发。巴西、韩国、法国等

相继出现过报道¨，9’1川，国内北京、广州、上海也都报

道了产OXA一23碳青霉烯酶鲍曼不动杆菌耐药克隆

株的播散流行№。8]。通过PFGE，本研究同样证实：

宁波地区3家医院碳青酶烯类抗生素耐药鲍曼不动

杆菌绝大多数为同一克隆。同一克隆株可以在同一

病房内，不同病房问，甚至不同医院间(李惠利医院

和宁波市第二人民医院为同一克隆株)造成克隆传

播。因此细菌室一旦发现高耐菌株，应迅速与临床、

院感科联系，切实做好各项预防措施，防止耐药克隆

株的播散流行。

(致谢：宁波市第一人民医院、宁波市第二人民医院黄志刚、许小

明老师协助收集菌株)
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广西壮族自治区吸毒人群血清抗一HIV阳性

及其与ABO血型关系分析

刘海燕 栾苑 覃巍巍 卢毅 张明德

AB0血型反映不同个体不同内在遗传特性，可影响某些

疾病的易感性。为探索抗一HIV与ABO血型分布关系，对

2005年广西壮族自治区(广西区)某2所劳教所广西籍在押

吸毒人员进行了相关调查。2所劳教所广西籍吸毒人员

抗一HIV阳性273例，男性225例，女性48例。血清抗一HIV阴

性对照人群与血清抗一HIV阳性者源于同一人群。血检证实

抗一HIV阴性共1841人，其中男性1104人，女性737人。

抗，HIv检测为ELISA法，初筛阳性送广西区疾病预防控制

中心HIV确证实验室确证。AB0血型常规鉴定。

结果与分析：调查2114人，抗一HIV阳性273例，阳性率

12．91％，男性阳性率18．31％，女性阳性率5．42％，两组比较

差异有统计学意义(_](2=75．93，P<0．01)。血型分布见表

l。273例抗一HIV阳性以0型血所占比例最高，其血型分布

特点为O>B>A>AB，阴性对照组血型分布特点亦为0>

B>A>AB，二者似乎一致，均以0型血比例最高，但经统计

学处理后发现，x乙)=8．57，P<o．05。抗一HIV阳性者无论男

女其血型分布特点均为O>B>A>AB。男女组各型比较均

无显著差异。相对危险率：O尺=Pd(1一R)／Pc(1一Pd)；

P口为HIV阳性血型频率，R为对照血型频率；得出OR。=

0．76；0RB=1．41⋯；oRo=0．99；ORAB=0．62。B型血相对

危险性较大，O型次之，AB型相对较小。本次调查对象均为

广西籍人员。该群体抗一HIV总阳性率为12．91％，明显高于
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不同地区同类人群，如四川、深圳等地区睢’⋯。但广西籍人群

HIV感染率高于其他省市籍同类人群却是不争的事实。本

文调查人群HIV阳性率男女问存在显著差异，其血型分布

特点以。型血阳性率比例最高，感染者ABo同型血间无性

别差异。由于HIV感染是一个复杂的病理生理改变过程，

其与诸多影响因素有关，均需进一步探讨。本调查同时显

示，吸毒人群是HIV感染高发人群，是重点监测和行为干预

人群。由于B型、o型血感染HIV的危险性最大，对该人群

要注意监测，在被暴露后的预防用药以及在筛检B型、0型

血源时也应注意。

表1 广西区吸毒人群抗一HIV阳性与阴性对照

血型分布比较

注：括号外数据为例数，括号内数据为百分比(％)
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