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摘要目的：探讨多重耐药鲍曼不动杆菌（MDR-Ab）的耐药性及其耐药基因，为临床合理选择抗菌药物提供依据。方法：回顾性分

析 2018年 1月至 2018年 12月鲍曼不动杆菌感染的住院患者信息。使用 VITEK-32微生物分析仪 /梅里埃药敏卡片 GN13鉴定

MDR-Ab 95株。采用聚合酶链式反应（多重 PCR）检测MDR-Ab携带相关耐药基因。结果：95株MDR-Ab对头孢类抗菌药物耐药

率为 100%。对氨苄西林 -舒巴坦和头孢哌酮 -舒巴坦耐药率分别为 95.79%和 81.05%，对美罗培南和亚胺培南耐药率分别为

56.84%和 57.89%，对庆大霉素和阿米卡星耐药率均为 88.42%，对环丙沙星和左氧氟沙星耐药率分别为 100%和 88.42%，对四环

素、米诺环素、替加环素耐药率分别为 87.37%、16.84%和 9.47%，对多粘菌素 B耐药率为 1.05%。95株MDR-Ab中携带 茁-内酰胺
酶中 A类酶耐药基因 TEM、PER分别 95株和 25株，D类酶耐药基因 OXA-51、carO和 adeB各 95株，OXA-23基因 90株。携带

消毒剂耐药基因 qacE 60株。携带 16S rRNA甲基化酶耐药基因 armA 75株。每株MDR-Ab除携带 TEM+carO+adeB+OXA-51四

种基因外，另同时携带四种基因 20株（21.05%），三种基因 38株（40.00%）。结论：MDR-Ab对多种抗菌药物的耐药率较高，携带的

耐药基因型主要为 TEM、carO、adeB及 OXA-51。携带多种耐药基因是MDR-Ab耐药重要原因。加强医院感染防控、合理应用抗

菌药物对于延缓泛鲍曼不动杆菌耐药性发展具有重要的临床意义。
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Analysis of Drug Resistance and Drug Resistance Gene of Multi-drug
Resistant Acinetobacter Baumannii*

To analyse the drug resistance of Multi-drug Resistant Acinetobacter baumannii (MDR-Ab) and its drug

resistance gene, in order to provide basis for clinical rational selection of antibiotics. Retrospective analysis of hospitalized

patients with Acinetobacter baumannii infection from January 2018 to December 2018. MDR-Ab 95 strains were identified by VITEK-32

microbial analyzer/merrier drug sensitivity card GN13, and the MDR-Ab resistances genotypes of strains were analyzed by Polymerase

chain reaction (PCR). The resistance rate of 95 MDR-Ab strains to cephalosporins was 100%, the resistance rates to ampicillin-

sulbactam and cefoperazone-sulbactam were 95.79% and 81.05%, the resistance rates to meropenem and imipenem were 56.84% and

57.89%, the drug resistance rate to gentamicin and amikacin was 88.42%, the resistance rates to ciprofloxacin and levofloxacin were

100% and 88.42%, the resistance rates to tetracycline, minocycline and tegacyclin were 87.37%, 16.84% and 9.47%, the resistance rate to

polymyxin B was 1.05%. Among the 95 MDR-Ab strains, there were 95 strains of TEM and 25 strains of PER, 95 strains of OXA-51, 95

strains of carO and adeB, and 90 strains of OXA-23. There were 60 strains of qacE carrying disinfectant resistance gene. 75 strains of

armA carrying 16S rRNA methylase resistance gene were identified. In addition to TEM+carO+adeB+OXA-51 genes, 20 (21.05%) carry

four genes and 38 (40.00%) strains carry three genes. MDR-Ab has a high resistance rate to a variety of antibiotics and TEM,

carO, adeB and OXA-51 were the main resistant genotypes. Carrying multiple resistance gene is an important reason for MDR-Ab

resistance. It's important for delaying the development of drug resistance of Acinetobacter baumannii to rational application of antibiotics.
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表 1相关靶基因引物序列及产物长度

Table 1 Primer sequence and product length of related target genes

Name of drug resistance gene Primer sequence (5 '→3') Product length(bp)

GES F: ATGCGCTTCATTCACGCAC 846

R: CTATTTGTCCGTGCTCAGG

KPC F: ATGTCACTGTATCGCCGTCTA 882

R: TTACTGCCCGTTGACGCCCAA

TEM F: AGGAAGAGTATGATTCAACA 535

R: CTCGTCGTTTGGTATGGC

SHV F: TGCGCAAGCTGCTGACCAGC 305

R: TTAGCGYTGCCAGTGCTCGA

PER F: AGTCAGCGGCTTAGATA 978

R: CGTATGAAAAGGACAATC

AIM F: CGTCGCTTCACCCTGCTGGGCAGC 535

R: AGGCGAGGCGACCGCCGTCAGGCC

GIM F: CCTGTAGCGTTGCCAGCTTTA 562

R: CAGCCCAAGAGCTAATTGAGG

SIM F: ACAAGGGATTCGGCATCGTT 355

R: TTATCTTGAGTGTGTCCTGG

SPM F: CTGCTTGGATTCATGGGCGCG 786

R: CCTTTTCCGCGACCTTGATCG

KHM F: ATGAAAATAGCTCTTGTTATATCG 726

R: TCACTTTTTAGCTGCAAGCGCTTC

NDM F: ATGGAATTGCCCAATATTATGCACCCG 813

R: TCAGCGCAGCTTGTCGGCCATGCG

IMP F: CGGCCKCAGGAGMGKCTTT 587

R: AACCAGTTTTGCYTTACYAT

VIM F: ATTCCGGTCGGMGAGGTCCG 633

R: GAGCAAGTCTAGACCGCCCG

DHA F: AACTTTCACAGGTGTGCTGGGT 405

R: CCGTACGCATACTGGCTTTGC

OXA-23 F: GATGTGTCATAGTATTCGTCG 1067

R: TCACAACAACTAAAAGCACTG

OXA-51 F: ATGAACATTAAAGCACTCTTACTT 825

R: CTATAAAATACCTAATTGTTCTAA

前言

鲍曼不动杆菌（Acinetobacter baumannii, Ab）是一种非发酵
革兰阴性条件致病菌[1]，主要引起尿路感染、获得性肺炎、继发

性脑膜炎、菌血症等，是我国医院（尤其是 ICU）感染的重要病

原菌。多重耐药鲍曼不动杆菌（Multi-drugResistantAcinetobacter
baumannii, MDR-Ab）是指对 3种以上不同类型抗菌药物耐药[2]。

随着广谱抗菌药物和免疫抑制剂的大量使用，MDR-Ab感染率

不断上升[3，4]。有研究发现，因广谱茁-内酰胺类药物的广泛应用
和抗菌药物使用模式的不同，不同地域又出现一些新的不同特

点耐药基因型[5]，这给临床鲍曼不动杆菌感染的治疗带来很大

困难。本研究拟通过对临床分离的 95株MDR-Ab的耐药性及

其耐药基因进行研究，为临床治疗鲍曼不动杆菌感染合理选择

抗菌药物提供理论依据，现报道如下。

1 材料与方法
1.1 菌株来源

选择 2018 年 1 月至 2018 年 12 月广东省中医院珠海医

院、珠海市妇幼保健院、中山大学附属第五医院等医院住院患

者标本中分离的MDR-Ab 95株，均为患者第一株分离的致病

菌株。标本来源：痰液（32株）、尿液（24株）、血液（8株）、脑脊

液（5株）及其他（26株）。

1.2 主要仪器及试剂

菌种的培养鉴定应用 VITEK-32全自动微生物分析仪及

其配套试剂。定性 PCR仪为 ABI 2720型。电泳仪为 BIO-RAD

PowerPac Basic。成胶凝像系统为 UVI-FireReader。磁珠法核酸

提取试剂盒由广州美基生物科技有限公司提供。质控菌株为铜

绿假单胞菌 ATCC27853，由国家卫生健康委临床检验中心提

供。引物购自上海生工生物工程有限公司，部分靶基因引物序

列及产物长度见表 1。
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Name of drug resistance gene Primer sequence (5 '→3') Product length(bp)

OXA-58 F: TCGATCAGAATGTTCAAGCGC 530

R: ACGATTCTCCCCTCTGCGC

OXA-24 F: CAAGAGCTTGCAAGACGGACT 420

R: TCCAAGATTTTCTAGCRACTTATA

carO F: ATGAAAGTATTACGTGTTTTAGTGACAAC 530

R: TTACCAGTAGAATTCNACACCAAC

adeB F: TACCGGTATTACCTTTGCCGGA 729

R: GTCTTTAAGTGTCGTAAAAGCCAC

qacE F: TAGCGAGGGCTTTACTAAGC 300

R: ATTCAGAATGCCGAACACCG

qacA/B F: TCCTTTTAATGCTGGCTTATACC 220

R: AGCCATACCTGCTCCAACTA

armA F: ATGGATAAGAATGATGTTGTTAAG 774

R: TTATTTCTGAAATCCACTAGTAATTA

续表 1相关靶基因引物序列及产物长度

Table 1 Primer sequence and product length of related target genes

1.3 方法

(1)细菌培养及药敏试验：使用 VITEK -32微生物分析仪 /

梅里埃药敏卡片 GN13 鉴定 95 株 MDR-Ab。试验操作严格

遵照《全国临床检验操作规程》及 SOP 要求，判读药敏结果

遵照美国 CLSI 2018版标准 [6]。（2）MDR-Ab DNA提取：严格

按照试剂说明书操作。吸取上述 1 mLMDR-AB菌落悬液于洁

净的 2 mL EP管中，加入 50 滋L蛋白酶 K和 100 滋LSDS缓冲
液（20%），充分混匀，瞬时离心去除管壁液滴，取上清液即为

MDR-Ab DNA模板。置 -80℃冻存备用。要求：DNA的最佳浓

度为 30-50 ng/滋L，A260/A280值为 1.6-2.0。(3)PCR扩增：PCR

反应体系：Nuclease-Free Water 33.75 滋L、10伊PCR Buffer 5 滋L、
dNTP Mixture 4 滋L、TaKaRaTaq HS 0.25 滋L、模板 5 滋L，合计
48 滋L。PCR循环参数设置：预变性 93℃ 2 min；变性 93℃60 s、

退火 55℃60 s、延伸 72℃60 s；33个循环后延伸 72℃ 5 min。

(4) 电泳与成像：将上述 PCR扩增产物经 1%琼脂糖凝胶中电

泳，溴已啶染色 20分钟，脱色后用凝胶成像系统读取结果。出

现目的条带为检测基因阳性。

1.4 统计分析

采用 WHONET5.6软件进行数据分析，计数资料采用率

（%）统计描述。

2 结果

2.1 药敏试验结果

95株MDR-Ab对头孢类抗菌药物耐药率为 100%，对氨苄

西林 - 舒巴坦和头孢哌酮 - 舒巴坦耐药率分别为 95.79%和

81.05%，对美罗培南和亚胺培南耐药率分别为 56.84%和

57.89%，对庆大霉素和阿米卡星耐药率均为 88.42%，对环丙沙

星和左氧氟沙星耐药率分别为 100%和 88.42%，对四环素、米

诺环素、替加环素耐药率分别为 87.37%、16.84%和 9.47%，对

多粘菌素 B耐药率为 1.05%。见表 2。

表 2 MDR-Ab对常用抗菌药物的药敏结果[n(%)]

Table 2 Drug sensitivity of MDR-Ab to common antibiotics[n(%)]

Antibiotics Resistance(R) Intermediary(I) Sensitive(S)

Cefepime 95(100.00) 0(0.00) 0(0.00)

Cefotaxime 95(100.00) 0(0.00) 0(0.00)

Ceftazidime 95 (100.00) 0(0.00) 0(0.00)

Meropenem 54(56.84) 4(4.21) 37(38.95)

Imipenem 55(57.89) 3( 3.16 ) 37(38.95)

Ampicillin-sulbactam 91(95.79) 1(1.05) 3(3.16)

Cefoperazone-sulbactam 77(81.05) 2(2.11) 16(16.84)

Gentamicin 84(88.42) 4(4.22) 7(7.37)

Amikacin 84(88.42) 3(3.16 ) 8(8.42)

Ciprofloxacin 95(100.00) 0(0.00) 0(0.00)

Levofloxacin 84(88.42) 8(8.42) 3(3.16)

Tetracycline 83(87.37) 3(3.16) 9(9.47)

Minocycline 16(16.84) 3( 3.16) 76(80.00)

Tegafycline 9(9.47) 6(6.32) 80(84.21)

Polymyxin B 1(1.05) 0(0.00) 94(98.95)
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2.2 MDR-Ab基因结果

对 95 株 MDR-Ab 进行 TEM、carO、adeB、OXA-51、OX-

A-23、armA、qacE、PER等基因检测，检出其中 茁-内酰胺酶中
A类酶耐药基因 TEM、PER分别 95株和 25株，D类酶耐药基

因 OXA-51、carO和 adeB各 95株，OXA-23基因 90株。消毒

剂耐药基因 qacE 60株。16S rRNA甲基化酶耐药基因 armA 75

株 。 未 检 出 GES、KPC、SHV、AIM、GIM、SIM、SPM、KHM、

NDM、IMP、VIM、DHA、OXA-58、OXA-24、qacA/B基因型。见

表 3。

2.3 MDR-Ab携带多基因分布

95株MDR-Ab均携带多种耐药基因。每株MDR-Ab除携

带 TEM+carO+adeB+OXA-51 四种基因外，同携带 OX-

A-23+ArmA+qacE+PER四种基因为 20株（21.05%）；同携带

OXA-23+ArmA+qacE三种基因为 38株（40.00%）；同携带 OX-

A-23+ArmA和 OXA-23+PER两种基因分别为 17株（17.89%）

和 5 株（5.12%）。同携带 qacE 和 OXA-23 基因分别为 2 株

（2.11%）和 5株（5.26%）。见表 4。

3 讨论

近年来，多重耐药菌已经逐渐成为医院感染的重要病原

菌，其中MDR-Ab感染情况不容乐观[7]。珠海地区MDR-Ab感

染情况亦十分严峻[8]。本研究中 95株MDR-Ab对头孢类及环

丙沙星抗菌药物耐药率 100%，对氨基糖苷类抗菌（庆大霉素、

阿米卡星）、喹诺酮类（左氧氟沙星）抗菌药物耐药率均为

88.42%，提示常规的抗菌药物对于MDR-Ab感染已基本失去

作用[9]，临床应高度重视使用抗生素合理性[10]。碳青酶烯类抗生

素曾被认为是治疗鲍曼不动杆菌感染的 "最后一道防线 " [11]。

本研究中亚胺培南耐和美罗培南耐药率分别达到 57.89%和

56.84%，这可能与临床治疗时经验性选择用药，使亚胺培南或

美罗培南耐药菌株不断得到选择性生存有关[12]。提示临床医生

对MDR-Ab感染的治疗可以根据药敏结果选用耐药率低的多

粘菌素 B(1.05%)、米诺环素(16.84%)及替加环素(9.47%)以减少

耐药株的产生[13]。多粘菌素类药物可通过与细菌细胞膜结合扩

大其细胞膜面积，导致细胞内成分外漏而死亡[14]。但是多粘菌

素类药物增加肾毒性和神经毒性[15]，且缺乏药代动力学数据[16]，

存在一定的局限性。

鲍曼不动杆菌的耐药机制很复杂[17]，如青霉素结合蛋白缺

失或亲合力降低[18]，膜通透性改变[19]，外排泵的激活[20]，茁内酰
胺酶及碳青霉烯酶的产生[21]，其中最主要机制为产 茁-内酰胺
酶[22]。茁-内酰胺酶分为 A、B、C、D四类。A类属超广谱 茁-内酰
胺酶[23]如 GES、KPC、TEM、SHV、PER一般是由质粒介导，导致

鲍曼不动杆菌对头孢菌素、青霉素和单环菌素耐药。本研究中

TEM基因检出率 100%，95株 MDR-Ab对头孢类抗菌药物耐

药率为 100%。本研究未检出 B类和 C类 茁-内酰胺酶基因。
OXA-51和 OXA-23属于 D类酶也称为苯唑西林酶。OXA-51

基因是鲍曼不动杆菌固有基因，可作为检测标志物[24]。OXA-23

通过降低菌株外膜蛋白的表达，对 茁-内酰胺类所有抗菌药物
几乎全耐药，为主要耐药基因[25]。本研究中 5例未携带 OXA-23

耐药基因，90例携带 OXA-23耐药基因，检出率为 94.74%，稍

高于张雨晨[26]报道（25/28，89.3%）。95 株 MDR-Ab 同时携带

TEM、carO、adeB和 OXA-51多种耐药基因，多个机制导致多

重耐药。carO和 adeB分别为外膜孔通道蛋白基因和主动外排

泵基因，理论上均可降低其对亚胺培南的敏感性。但本研究显

示 carO基因在对亚胺培南耐药和敏感的菌株中均可检出，认

为其通过改变外膜蛋白产生耐药可能性不大[27]。armA和 qacE

阳性率分别为 78.57%和 64.29%，两者不同于上述耐药机制。

qacE表达产物易导致季铵盐类、双胍类消毒剂耐药性[28]，也可

对磺胺类药物耐药[29]，提示医院应慎用消毒剂进行科室和院内

消毒。每株MDR-Ab均携带多种耐药基因，多个耐药机制叠加

决定了联合用药的必然。

综上所述，临床MDR-Ab对常见抗生素耐药率较高，对多

粘菌素 B、米诺环素(16.84%)及替加环素耐药率低，MDR-Ab中

主要携带基因为 TEM、carO、adeB及 OXA-51。同时携带多种

表 3 95株MDR-Ab检出基因分布情况

Table 3 Distribution of MDR-Ab detected genes in 95 strains

Genotypes Number (n) Positive rate (%)

TEM 95 100.00

carO 95 100.00

adeB
95 100.00

OXA-51 95 100.00

OXA-23 90 94.74

armA 75 78.94

qacE 60 63.16

PER 25 26.32

表 4 95株MDR-Ab携带多基因分布情况

Table 4 Distribution of MDR-Ab carries multiple genes in 95 strains

100% carrying genes Other genes Number (n) Positive rate (%)

TEM, carO, adeB, OXA-51 OXA-23+ArmA+qacE+PER 20 21.05

TEM, carO, adeB, OXA-51 OXA-23+ArmA+qacE 38 40.00

TEM, carO, adeB, OXA-51 OXA-23+ArmA 17 17.89

TEM, carO, adeB, OXA-51 OXA-23+PER 5 5.26

TEM, carO, adeB, OXA-51 qacE 2 2.11

TEM, carO, adeB, OXA-51 OXA-23 5 5.26
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objective measurement techniques [J]. Int Urogynecol J, 2018, 29(3):

327-338

[32] Pelaez M, Gonzalez-Cerron S, Montejo R, et al. Pelvic floor muscle

training included in a pregnancy exercise program is effective in

primary prevention of urinary incontinence: a randomized controlled

trial[J]. Neurourol Urodyn, 2014, 33(1): 67-71

[33] Botelho S, Riccetto C, Herrmann V, et al. Impact of delivery mode on

electromyographic activity of pelvic floor: comparative prospective

study[J]. Neurourol Urodyn, 2010, 29(7): 1258-1261

[34] Marques J, Botelho S, Pereira LC, et al. Pelvic floor muscle training

program increases muscular contractility during first pregnancy and

postpartum: electromyographic study[J]. Neurourol Urodyn, 2013, 32

(7): 998-1003

[35] De Araujo CC, Coelho SA, Stahlschmidt P, et al. Does vaginal

delivery cause more damage to the pelvic floor than cesarean section

as determined by 3D ultrasound evaluation? A systematic review [J].

Int Urogynecol J, 2018, 29(5): 639-645

耐药基因是MDR-Ab耐药重要原因之一。提示临床医生应及

时了解MDR-Ab的耐药性及携带的耐药基因，尽量避免经验

性用药 [30]，合理应用抗菌药物对于监控制医院内MDR-Ab感

染、传播及延缓细菌耐药性的发展具有重要的临床意义。
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