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·论著·

６２株耐碳青霉烯类鲍曼不动杆菌的同源性分析

何　磊，邱景富

（重庆医科大学，重庆　４０００１６）

［摘　要］　目的　了解某院住院患者分离的耐碳青霉烯类鲍曼不动杆菌（ＣＲＡＢ）同源性，为预防ＣＲＡＢ医院传播

提供依据。方法　检测２０１５年８月—２０１６年１１月该院住院患者各类临床标本分离的６２株ＣＲＡＢ药敏结果，利

用脉冲场凝胶电泳（ＰＦＧＥ）分析同源性及其流行特征。结果　６２株ＣＲＡＢ主要来自痰标本（占８８．７１％），对头孢

他啶、头孢吡肟、亚胺培南、美罗培南、环丙沙星均耐药，对左氧氟沙星的耐药率（２５．８１％）最低。６２株ＣＲＡＢ分为

１４个不同的型别，分别为Ａ～Ｎ型，其中Ｂ、Ｄ、Ｅ、Ｊ和 Ｍ型别仅包含１株菌，其中Ｆ型别包含５个亚型，Ａ、Ｇ、Ｈ和

Ｋ型别均有３个亚型，Ｃ和Ｉ型各有２个亚型。对主要的克隆株临床资料进行分析，３２株菌（占５１．６１％）来自重症

监护病房（ＩＣＵ），另有１２株菌（占１９．３５％）分离患者曾入住ＩＣＵ。结论　医院内流行的鲍曼不动杆菌存在外部带

入和内部传播两种形式，需加大对其感染控制力度。

［关　键　词］　鲍曼不动杆菌；耐碳青霉烯类抗生素；脉冲场凝胶电泳；ＰＦＧＥ；同源性
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［ＣｈｉｎＪＩｎｆｅｃｔＣｏｎｔｒｏｌ，２０１８，１７（４）：２９９－３０３］

　　鲍曼不动杆菌 （犃犮犻狀犲狋狅犫犪犮狋犲狉犫犪狌犿犪狀狀犻犻，ＡＢ）属

于非发酵革兰阴性球杆菌，营养要求不高，易存活于

各类非生物体表面［１］，在医院各类环境中广泛存

在［２３］，尤其是各类重症监护病房（ｉｎｔｅｎｓｉｖｅｃａｒｅｕｎｉｔ，
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ＩＣＵ）。近年多次报道 ＡＢ在医院内引起流行和暴

发［４６］。ＡＢ耐药形势严峻，２０１５年 ＣＨＩＮＥＴ中国

细菌耐药监测网数据显示，ＡＢ对亚胺培南和美罗

培南的耐药率分别为６２．００％、７０．５０％
［７］，故耐碳

青霉 烯 类 鲍 曼 不 动 杆 菌 （ｃａｒｂａｐｅｎｅｍｒｅｓｉｓｔａｎｔ

犃犮犻狀犲狋狅犫犪犮狋犲狉犫犪狌犿犪狀狀犻犻，ＣＲＡＢ）给临床防治带来

极大困难，需要对其传播途径和同源性进行研究。

了解传染源及传播途径，采取相应的措施有效控制

ＡＢ医院流行和暴发
［８］。本研究采用脉冲场凝胶电

泳（ｐｕｌｓｅｄｆｉｅｌｄｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ，ＰＦＧＥ）技术对

中国西南某区县三级甲等医院某时段分离的ＣＲＡＢ

进行同源性分析，结合临床资料进行流行病学分析，

以期提出更精准的防控措施。

１　材料与方法

１．１　菌株来源　某三甲综合医院２０１５年８月—

２０１６年１１月住院患者各类临床标本分离的６２株

ＣＲＡＢ，剔除同一患者长期住院或反复住院分离的

重复菌株。质控菌株为大肠埃希菌 ＡＴＣＣ２５９２２

和铜绿假单胞菌ＡＴＣＣ２７８５３。

１．２　细菌鉴定及药敏试验　采用法国生物梅里埃

公司ＶＩＴＥＫ２Ｃｏｍｐａｃｔ全自动微生物鉴定药敏检

测系统对菌株进行鉴定和药敏试验，结果判定参照

美国临床实验室标准化协会（ＣＬＳＩ）２０１２版。检测

的抗菌药物包括氨苄西林／舒巴坦、庆大霉素、妥布

霉素、左氧氟沙星、环丙沙星、复方磺胺甲口恶唑、头孢

他啶、头孢吡肟、亚胺培南、美罗培南等。

１．３　ＰＦＧＥ试验　（１）挑取ＡＢ单菌落接种于营养

平板，３７℃孵育过夜，用比浊仪调整细菌悬液浓度，

使浊度为３．８０～４．２０，加入１％ＳｅａｋｅｍＧｏｌｄ胶，混

匀制备胶块；（２）使用含蛋白酶Ｋ细胞裂解液（ＣＬＢ）

消化２ｈ，纯水清洗胶块２次，ＴＥ（１０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ：

１ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ，ｐＨ８．００）清洗胶块４次；（３）使

用６０ＵＡｐａＩ（ＴＡＫＡＲＡ公司）内切酶进行酶切，在

３７℃孵育４ｈ；（４）在ＣＨＥＦＤＲＩＩＩ（ＢｉｏＲａｄＬａｂｏ

ｒａｔｏｒｉｅｓ公司）电泳仪中进行脉冲场电泳，电泳参数

为５～２０ｓ，１９ｈ，电泳结束后，使用ＧｅｌＲｅｄ核酸染

料染色，在凝胶成像仪中成像并保存。

１．４　ＰＦＧＥ分型标准　利用ＢｉｏＮｕｍｅｒｉｃ软件对图

进行分析，图谱条带数量和大小相同为同一型别，

３个条带以下有差异为同一型别的不同亚型，４个条

带以上差异为不同型别。

２　结果

２．１　菌株来源　标本以痰为主（５５份），其余为血

（４份）、支气管肺泡灌洗液（简称灌洗液，２份）和脑

脊液（１份）。患者中男女性别比为１．５８∶１，年龄

（５６±１４）岁，诊断为脑卒中（３４例）、慢性阻塞性肺

疾病（１０例）、脑外伤（１０例）、多发伤（５例）、肿瘤

（２例）和冠心病（１例）。

２．２　药敏结果　６２株ＣＲＡＢ对头孢他啶、头孢吡

肟、亚胺培南、美罗培南、环丙沙星均耐药，对氨基糖

苷类的庆大霉素和妥布霉素的耐药率较低，均为

６９．３５％，对左氧氟沙星的耐药率（２５．８１％）最低。

见表１。

表１　６２株ＣＲＡＢ的药敏结果［株数（％）］

犜犪犫犾犲１　Ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌｓｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙｔｅｓｔｉｎｇｒｅｓｕｌｔｓｏｆ６２

ｓｔｒａｉｎｓｏｆＣＲＡＢ（Ｎｏ．ｏｆｉｓｏｌａｔｅｓ［％］）

抗菌药物 敏感 中介 耐药

氨苄西林／舒巴坦 ０（０．００） ５（８．０６） ５７（９１．９４）

头孢他啶 ０（０．００） ０（０．００） ６２（１００．００）

头孢吡肟 ０（０．００） ０（０．００） ６２（１００．００）

亚胺培南 ０（０．００） ０（０．００） ６２（１００．００）

美罗培南 ０（０．００） ０（０．００） ６２（１００．００）

庆大霉素 １８（２９．０３） １（１．６２） ４３（６９．３５）

妥布霉素 １９（３０．６５） ０（０．００） ４３（６９．３５）

环丙沙星 ０（０．００） ０（０．００） ６２（１００．００）

左氧氟沙星 １３（２０．９７） ３３（５３．２２）１６（２５．８１）

复方磺胺甲口恶唑 １０（１６．１３） ０（０．００） ５２（８３．８７）

２．３　ＰＦＧＥ结果　６２株ＣＲＡＢ分为１４个不同的型

别，分别为Ａ～Ｎ型，Ｂ、Ｄ、Ｅ、Ｊ和 Ｍ型别仅包含１株

菌，其中Ｆ型别包含５个亚型，Ａ、Ｇ、Ｈ和Ｋ型别均

有３个亚型，Ｃ和Ｉ型各有２个亚型。见图１、表２。

!! "!#$%"&'()"*+!"

　　Ｍ：标准菌株，１和６为Ｉ２亚型，２和５为Ｆ１亚型，３为 Ｈ１亚

型，４、１０、１１均为Ｇ１亚型，７为Ｋ２亚型，８为Ｂ型，９为Ｇ２亚型

图１　部分菌株ＰＦＧＥ电泳图谱

犉犻犵狌狉犲１　ＰＦＧＥｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｍａｐｏｆｐａｒｔｉａｌｓｔｒａｉｎｓ
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表２　６２株ＣＲＡＢ的ＰＦＧＥ分型结果

犜犪犫犾犲２　ＰＦＧＥｔｙｐｉｎｇｒｅｓｕｌｔｓｏｆ６２ＣＲＡＢｓｔｒａｉｎｓ

ＰＦＧＥ型别 亚型 菌株数

Ａ型 Ａ１型 ３

Ａ２型 １

Ａ３型 １

Ｂ型 １

Ｃ型 Ｃ１型 １

Ｃ２型 １

Ｄ型 １

Ｅ型 １

Ｆ型 Ｆ１型 ２

Ｆ２型 ４

Ｆ３型 ３

Ｆ４型 １

Ｆ５型 １

Ｇ型 Ｇ１型 ７

ＰＦＧＥ型别 亚型 菌株数

Ｇ２型 １

Ｇ３型 １

Ｈ型 Ｈ１型 ４

Ｈ２型 １

Ｈ３型 １

Ｉ型 Ｉ１型 ４

Ｉ２型 ５

Ｊ型 １

Ｋ型 Ｋ１型 ５

Ｋ２型 １

Ｋ３型 ４

Ｌ型 ３

Ｍ型 １

Ｎ型 ２

２．４　流行病学关联　对主要的克隆株临床资料进

行分析，３２株菌（占５１．６１％）来自ＩＣＵ，另有１２株菌

（占１９．３５％）的分离患者曾入住ＩＣＵ。３株Ｆ２型菌

株分离时间分别为２０１６年４月３日（首发菌株且来

源于ＩＣＵ）、４月１０日和４月１６日，分布在ＩＣＵ、神经

外科和呼吸内科，且来源于非ＩＣＵ的菌株分离患者

均曾入住过ＩＣＵ。２０１５年８月１５日—９月７日３株

Ｇ１型菌株分别来自消化内科和ＩＣＵ，且３位患者均

在ＩＣＵ住过，２０１６年８月１０日—１１月１４日分离

４株菌属于Ｇ１型，首发病例在ＩＣＵ入住，其余均来源

于呼吸内科（其中１株分离的患者入住过ＩＣＵ）。４株

Ｋ３型菌株和３株Ｌ型菌株均来自ＩＣＵ。见表３。

表３　主要ＣＲＡＢ克隆菌株的基本信息

犜犪犫犾犲３　ＢａｓｉｃｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｍａｉｎＣＲＡＢｃｌｏｎｅｄｓｔｒａｉｎｓ

菌株

编号

分离

时间

标本

类型
科室

患者是否

入住ＩＣＵ

ＰＦＧＥ

型别

菌株

编号

分离

时间

标本

类型
科室

患者是否

入住ＩＣＵ

ＰＦＧＥ

型别

１４ ２０１６０８２４ 痰 ＩＣＵ 是 Ａ１ ３８ ２０１６０２２９ 痰 呼吸内科 否 Ｈ１

１５ ２０１５０８１７ 痰 肿瘤科 否 Ａ１ ６２ ２０１５０９２５ 痰 ＩＣＵ 是 Ｈ１

６０ ２０１６０８２０ 痰 ＩＣＵ 是 Ａ１ ３９ ２０１６０２２８ 血 ＩＣＵ 是 Ｈ２

１３ ２０１６０８３１ 痰 ＩＣＵ 是 Ａ２ ３１ ２０１６０４０２ 痰 胸心外科 是 Ｈ３

３４ ２０１６０３２１ 痰 神经外科 是 Ａ３ １７ ２０１６０８０２ 痰 呼吸内科 是 Ｉ１

２ ２０１６１１１７ 灌洗液 呼吸内科 否 Ｆ１ ５５ ２０１６０２０１ 痰 ＩＣＵ 是 Ｉ１

５ ２０１６１１１１ 痰 呼吸内科 否 Ｆ１ ４３ ２０１５１１１６ 痰 神经外科 是 Ｉ１

１９ ２０１６０６１８ 痰 ＩＣＵ 是 Ｆ２ ４８ ２０１５１０１７ 痰 神经外科 是 Ｉ１

２７ ２０１６０４１６ 痰 呼吸内科 是 Ｆ２ １ ２０１６１１０６ 痰 ＩＣＵ 是 Ｉ２

２８ ２０１６０４１０ 痰 神经外科 是 Ｆ２ １８ ２０１６０６１８ 血 ＩＣＵ 是 Ｉ２

３０ ２０１６０４０３ 痰 ＩＣＵ 是 Ｆ２ ２６ ２０１５１２２７ 痰 ＩＣＵ 是 Ｉ２

２０ ２０１６０６１４ 痰 ＩＣＵ 是 Ｆ３ ４５ ２０１６０４１８ 痰 ＩＣＵ 是 Ｉ２

２９ ２０１６０４０８ 痰 胸心外科 是 Ｆ３ ６ ２０１６１１２０ 痰 ＩＣＵ 是 Ｉ２

５２ ２０１５１１０９ 痰 ＩＣＵ 是 Ｆ３ １２ ２０１６０３２９ 痰 ＩＣＵ 是 Ｋ１

２３ ２０１６０５２０ 痰 ＩＣＵ 是 Ｆ４ ２４ ２０１６０４２０ 痰 ＩＣＵ 是 Ｋ１

３７ ２０１６０３０５ 痰 ＩＣＵ 是 Ｆ５ ２５ ２０１５０８２２ 痰 ＩＣＵ 是 Ｋ１

１０ ２０１６１１１４ 痰 呼吸内科 否 Ｇ１ ３２ ２０１６０９１２ 痰 ＩＣＵ 是 Ｋ１

１１ ２０１６０９２４ 灌洗液 呼吸内科 是 Ｇ１ ５８ ２０１６０５１６ 痰 神经内科 是 Ｋ１

１６ ２０１６０９１７ 痰 呼吸内科 否 Ｇ１ ７ ２０１６１１０５ 痰 心内科 否 Ｋ２

２１ ２０１６０８１０ 脓痰 ＩＣＵ 是 Ｇ１ ３６ ２０１６０３０６ 痰 ＩＣＵ 是 Ｋ３

４ ２０１５０８１５ 血 消化内科 是 Ｇ１ ４１ ２０１６０２１０ 脑脊液 ＩＣＵ 是 Ｋ３

５７ ２０１５０９０７ 痰 ＩＣＵ 是 Ｇ１ ４２ ２０１６０２０９ 血 ＩＣＵ 是 Ｋ３

５９ ２０１５０８１７ 痰 ＩＣＵ 是 Ｇ１ ５６ ２０１５０９２５ 痰 ＩＣＵ 是 Ｋ３

９ ２０１６０９３０ 痰 呼吸内科 否 Ｇ２ ４６ ２０１５０８１６ 痰 ＩＣＵ 是 Ｌ

５４ ２０１５１０２０ 痰 胸心外科 是 Ｇ３ ５３ ２０１５１２１３ 痰 ＩＣＵ 是 Ｌ

３ ２０１５０８１５ 痰 呼吸内科 否 Ｈ１ ６１ ２０１５１０２５ 痰 ＩＣＵ 是 Ｌ

３５ ２０１６０３１５ 痰 ＩＣＵ 是 Ｈ１
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３　讨论

ＡＢ是医院感染的重要条件致病菌，虽其毒力

不强［９１０］，归因病死率也存在较大争议［１１１２］，其在医

院的检出率较高，耐药率较高，且耐药机制复

杂［１３１５］，临床治疗时可选择抗菌药物范围非常窄，

ＣＲＡＢ更为棘手。本研究仅有左氧氟沙星耐药率＜

３０％，氨基糖苷类抗生素和复方磺胺甲口恶唑虽有敏

感菌株，但单用上述药物临床效果不佳，需与替加环

素、头孢哌酮／舒巴坦［１６］等联合使用。

菌株同源性分析常用的方法有多位点序列分析

（ＭＬＳＴ）、多位点可变数目串联重复序列分析（ＭＬ

ＶＡ）和ＰＦＧＥ等，其中ＰＦＧＥ以其重复性好、分辨

力强被誉为细菌分子分型技术的“金标准”，在识别

和追踪感染暴发或流行中广泛应用［１７１８］。本研究菌

株ＰＦＧＥ结果显示，６２株菌分为１４个不同的型别，

其中５个型别只包含１株菌，存在散发菌株，与多数

研究［１９２４］（来自临床的标本且未区分社区和医院感

染，较少提及散发菌株）结果不同，但仍有部分报道

提示存在散发菌株，马真［２５］对１３８株ＡＢ进行同源

性分析发现，２４株散发菌株；周娇娇
［２６］在５５株ＡＢ

中发现３株散发菌株。本研究追踪了Ｂ、Ｄ、Ｅ、Ｊ和

Ｍ型菌株分离患者３个月内的住院史，５名患者都

在不同级别的医院住院，提示分离的 ＡＢ多为外部

带入，与林家福［２７］分子流行病学调查结果一致，四

川北部地区有２所医院存在相同基因型的ＣＲＡＢ。

本研究调查的医院为区县级医院，在分级诊疗的政

策背景下作为大型综合医院和基层医院的结合点，

要接收下级医院转诊的患者，同时也要接收上级医

院转回的患者，导致散发菌株较多。ＡＢ已成为一

个全球化的病原体并且在不断进化［２８］，虽存在外部

输入的可能，但１４个ＰＦＧＥ型别中存在多个克隆

菌株且分布于多个科室，提示医院传播仍是 ＡＢ流

行传播的主要形式。３株Ｆ２亚型菌株分离间隔时

间不超过１周，２例非ＩＣＵ病例在入住ＩＣＵ期间与

首发ＩＣＵ病例同在一个四人间进行治疗；３株 Ｋ３

型中的２例患者分离时间仅间隔１ｄ且床位相邻，

另外１例患者的分离时间与首发病例相距近１个

月，但其住院时间较长，与前２名患者均曾相邻，故

Ｆ２型和Ｋ３型发生医院感染暴发可能性大。Ｇ１型

菌株存在两次疑似暴发，第１次疑似暴发首发病例

为入住过ＩＣＵ的消化内科ＣＲＡＢ血流感染患者，仅

有１例ＩＣＵ患者与消化内科患者在ＩＣＵ的同一四

人间相对的床位入住，另１例患者入住ＩＣＵ时，其

他患者已转出ＩＣＵ，且所在床位与消化内科患者并

未在同一四人间；第２次疑似暴发首发病例为ＩＣＵ

病例，其余３例患者来自呼吸内科，其中１例呼吸内

科患者入住过ＩＣＵ且与首发病例在ＩＣＵ有共同入

住时间，但床位相距较远，另２例呼吸内科患者均未

入住ＩＣＵ，住院时间也无交集，床位也不相邻。Ｌ型

３株分离间隔时间均超过１个月，住院时间无交叉，

无床位聚集，不能确定为暴发。Ｇ１型和Ｌ型疑似

暴发的病例并未全部在短时间内形成病例聚集，床

单元聚集趋势不明显，ＣＲＡＢ医院传播明确，一部分

亚型菌株形成暴发，另一部分亚型菌株长期存在于

科室造成所住患者感染。所有暴发的首发病例均来

自于ＩＣＵ或者与ＩＣＵ有关。存在潜在传染源的科

室应对物体表面进行彻底消毒，特别是医务人员频

繁接触的物体表面，如床栏杆、床旁桌、病床隔帘、门

把手、护理站台面、病历夹、电话按键、电脑键盘、鼠

标、呼吸机操作面板、监护仪面板、微量注射泵、输液

泵等。物体表面与 ＡＢ流行和暴发有较强的关联

性［２９３０］，在床位不紧张时实行轮换制度，对空置的病

区进行消毒，经过监测合格后再重新开放。对于新

发现的 ＣＲＡＢ，一定要采取隔离措施。研究
［３１］

表明，有效的消毒隔离措施对控制医院流行和暴发

有重要作用。医务人员的手也可能成为ＡＢ的传播

媒介［３２］，应加强手卫生，有效控制其医院传播。本

研究属于回顾性研究，无法对当时的环境或可疑物

品进行采样，不能对其更详细的传播途径进行阐述，

在今后研究中需要改进。
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